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“…the organic chemist walks in an untidy jungle of uncouthly named extractives, 
rainbow display of pigments where in every bush there lurks the mangled shape of 






Eragrostis plana (Nees) é uma planta daninha capaz de competir e dominar 
sobre outras espécies, fenômeno conhecido como alelopatia. Essa interação química 
entre plantas ocorre devido a produção e liberação no ambiente de compostos do 
metabolismo secundário, o que torna essas substâncias atrativas para as pesquisas 
de novos bio-herbicidas. Foram obtidos extratos de raízes de E. plana coletadas nas 
quatro estações do ano, utilizando solventes de diferentes polaridades (éter de 
petróleo, acetato de etila e metanol). Realizou-se, então, fracionamento bioguiado dos 
extratos brutos obtidos, seguido do isolamento e identificação das substâncias 
presentes nos mesmos. Os dados dos bioensaios foram analisados por MLG e PCA, 
essas análises mostraram que os extratos em éter de petróleo de raízes coletadas no 
inverno e no verão apresentaram maior efeito fitotóxico sobre a germinação e o 
crescimento de Ipomoea grandifolia. Foram isolados 10 diterpenos do tipo neocassano 
dos extratos brutos de E. plana, inéditos na literatura, identificados por técnicas 
espectrométricas e espectroscópicas. Os experimentos de DRX do neocassa-
12(13),15-dien-14-ona (1) e do neocassa-12(13),15-dieno-3,14-diona (2) confirmaram 
um esqueleto do tipo neocassano e possibilitaram a definição da configuração relativa 
dos estereocentros da molécula. A definição da configuração absoluta dos 
estereocentros de neocassa-12(13),15-dieno-3,14-diona (2) e neocassa-12(17),15-
dien-3-ona (7) foi realizada por VCD e definida como sendo 5R,8R,9S,10R e 
5R,8S,9S,10R,13R, respectivamente. Os testes fitotóxicos com as substâncias 2, 9 e 
10 mostraram que o 3-hidroxineocassa-12(17),15-dieno (10) provocou redução no 
comprimento da parte aérea e no comprimento da radícula de Euphorbia heterophylla 
e Ipomoea grandifolia, respectivamente. Enquanto o neocassa-12(13),15-dieno-3,14-
diona (2) reduziu o índice de velocidade de germinação das espécies receptoras, 
resultando no menor valor dessa variável quando comparado com o herbicida 
glifosato.  
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Eragrostis plana (Nees) is a weed capable of competing and dominating over 
other species, a phenomenon known as allelopathy. This chemical interaction between 
plants occurs due to the production and release of secondary metabolism compounds 
into the environment, which makes these substances attractive for research on new 
bio-herbicides. Extracts of E. plana roots collected during each season throughout the 
year were obtained using solvents of different polarities (petroleum ether, ethyl acetate 
and methanol). Then, bioassay-guided fractionation of the crude extracts was carried 
out, followed by the isolation and identification of the substances present in them. The 
data from the bioassays were analyzed by MLG and PCA, these analyzes showed that 
extracts in petroleum ether from roots collected in winter and summer had greater 
phytotoxic effect on the germination and growth of Ipomoea grandifolia. Ten 
neocassane diterpenes were isolated from the crude extracts of E. plana, unpublished 
in the literature, identified by spectrometric and spectroscopic techniques. The DRX 
experiments of neocassa-12(13),15-dien-14-one (1) and neocassa-12(13),15-diene-
3,14-dione (2) confirmed neocassane-type skeleton and made it possible to define the 
relative configuration of the molecule's stereocenters. The absolute configuration of the 
stereocenters of neocassa-12(13),15-diene-3,14-dione (2) and neocassa-12(17),15-
dien-3-one (7) was defined by VCD as 5R,8R,9S,10R and 5R,8S,9S,10R,13R, 
respectively. Phytotoxic tests with compounds 2, 9 and 10 showed that 3-
hydroxyneocassa-12(17),15-diene (10) caused reduction of the shoot length and of the 
radicle length of Euphorbia heterophylla and Ipomoea grandifolia, respectively. While 
neocassa-12(13),15-diene-3,14-dione (2) caused more reduction in the germination 
speed index than herbicide glyphosate. 
 
Keywords: Phytotoxic Activity, Antimicrobial Activity, Neocassane, Vibrational Circular 
Dichroism. 
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A rica diversidade estrutural e de grupos funcionais presentes nas 
substâncias isoladas de espécies brasileiras, vem ganhando destaque desde 1533 
com a descoberta do pau-Brasil, do qual era extraído o corante vermelho brasilina 
muito valioso. Acredita-se que essa diversidade é resultado do modo de vida fixo das 
plantas, afinal, elas não podem escapar de predadores nem das adversidades do meio 
ambiente, como fazem os animais, necessitando de comunicação química para 
garantir sua sobrevivência (TISSIER, ZIEGLER, VOGT, 2015).  
Atualmente, embora os produtos naturais sejam utilizados pelo homem para o 
desenvolvimento de fármacos, cosméticos, fragrâncias e outros bioprodutos, ainda são 
poucas as inovações nesse campo, levando-se em conta a rica biodiversidade do país 
(BOLZANI, 2016; DUTRA et al., 2016). Essas aplicações são possíveis pelo fato de as 
espécies possuírem capacidade de sintetizar metabólitos (RODRIGUES; SOUZA 
FILHO; FERREIRA, 2009; PEREIRA; CARDOSO, 2012), os quais podem ser divididos 
em duas grandes categorias, primários e secundários (HURTADO-FERNÁNDEZ et al., 
2011; LEE et al., 2013). 
Os metabólitos primários são essenciais para a vida e estão presentes em 
todos os organismos vivos, já os metabólitos secundários, ou especializados, são 
substâncias que têm como matéria-prima, compostos originados do metabolismo 
primário e, normalmente, são específicos de cada espécie ou gênero (LARCHER, 
2000; TISSIER, ZIEGLER, VOGT, 2015).  
Os metabólitos secundários apresentam diversas aplicações em muitas 
áreas, isso se deve ao fato de atuarem por exemplo, como agentes antibacterianos ou 
antifúngicos, agentes redutores do colesterol, imunossupressores, antiparasitários e 
herbicidas (VAISHNAV; DEMAIN, 2010). No caso específico de plantas, auxiliam no 
processo de polinização, produzindo substâncias que atraem os agentes vivos, além 
de contribuírem para a resistência dos organismos, na defesa contra pestes e outras 
doenças (FILHO, 2010; TAIZ; ZEIGER, 2013).  
 
1.1 ALELOPATIA – A BUSCA POR HERBICIDAS NATURAIS 
 
Plantas daninhas são espécies indesejáveis que interferem de forma negativa 
aos interesses do homem, além disso, são extremamente agressivas, pois são 
capazes de produzir uma grande quantidade de sementes, são pouco exigentes 
quanto as condições fisiológicas, possuem a capacidade de germinar e emergir de 
grandes profundidades, apresentam facilidade de dispersão para grandes distâncias, 
16 
além de rápido desenvolvimento e crescimento. Essas características contribuem para 
a grande competição entre plantas daninhas e plantas cujo cultivo é de interesse do 
homem (CONSTANTIN; OLIVEIRA, 2001; SILVA; SILVA, 2007; SILVA; COELHO; 
MEDEIROS, 2008). 
Essa competição gerada pelas plantas daninhas causa redução significativa 
na produção agrícola, aumenta os custos de produção, dificulta a operação de colheita 
e interfere na qualidade do produto (CONSTANTIN; OLIVEIRA, 2001; LIMA et al., 
2011). Sendo assim, o controle de plantas daninhas é imprescindível para garantir 
aumento de rendimento em qualquer exploração agrícola, tornando-se dessa forma, 
indispensável para o sucesso da produtividade no campo (RIOS et al., 2010; VATS, 
2015). 
O controle químico de plantas daninhas iniciou-se em 1947 após a 
descoberta do ácido 2,4-diclorofenoxiacético, um regulador de crescimento encontrado 
no coleóptilo da aveia. Essa descoberta levou as indústrias a investirem em pesquisas 
buscando novas substâncias reguladoras do crescimento das plantas (VATS, 2015). A 
partir daí essas substâncias sintéticas passaram a se constituir no método mais fácil e 
acessível para o manejo de plantas daninhas e, consequentemente a dependência 
desses compostos tem aumentado nas últimas décadas, especialmente nos países 
denominados emergentes (ARANITI et al., 2019). 
Contudo, o uso indiscriminado de herbicidas sintéticos vem ao longo dos anos 
tornando as espécies daninhas cada vez mais resistentes a tais compostos 
(AGOSTINETTO, 2009; KNEZEVIC; JHALA; GAINES, 2017), nota-se que, antes da 
introdução dos herbicidas, a evolução das características de resistência e tolerância 
dessas espécies era menos evidente. As plantas daninhas desenvolveram 
mecanismos para evitar, tolerar ou resistir a métodos de controle já conhecidos 
(POWLES; HOLTUM, 2018). 
Atualmente são conhecidas 262 espécies (152 dicotiledôneas e 110 
monocotiledôneas) de plantas daninhas resistentes a herbicidas em todo o mundo. 
Elas desenvolveram resistência a 23 dos 26 mecanismos de ação conhecidos de 
herbicidas e a 167 herbicidas diferentes. Espécies resistentes a herbicidas foram 
relatadas em 93 culturas distribuídas em 70 países (HEAP, 2020).  
O principal mecanismo de resistência adotado pelas plantas daninhas é a 
modificação do sítio de atuação do herbicida, assim, a substância ativa é incapaz de 
exercer seu efeito fitotóxico, pois não pode mais se ligar ao sítio de ação (ZIMDAHL, 
2018). Sempre que uma espécie se torna resistente a um determinado composto é 
necessário alterar o mecanismo de ação do herbicida. Isso era mais fácil antes de 
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1990, pois novos mecanismos de ação eram descobertos e lançados no mercado com 
muita frequência (DUKE, 2011; KNEZEVIC; JHALA; GAINES, 2017).  
Contudo, nos dias atuais, reduziu-se o número de substâncias fitotóxicas 
introduzidas no mercado, o que vem dificultando o controle de espécies daninhas 
resistentes aos herbicidas tradicionais (DUKE, 2011; KNEZEVIC; JHALA; GAINES, 
2017). Assim, o estudo e descoberta de novas substâncias com potencial ação 
herbicida, que apresentem novos mecanismos de ação, podem ser uma boa 
alternativa para contornar o problema de espécies resistentes (DUKE, 2011; HEAP, 
2020).  
As plantas daninhas podem liberar no ambiente, metabólitos secundários, que 
são capazes de influenciar nos processos metabólicos normais de outras plantas, 
incluindo respiração, divisão celular, crescimento, desenvolvimento, produtividade e 
atividade enzimática (CARMO; LIMA; TAKAKI, 2007; LI et al., 2011; DASTAN et al., 
2014). Segundo Borella e Pastorini (2009), quando essa influência é negativa, as 
etapas mais afetadas são a germinação das sementes e o crescimento das plantas.  
Esse fenômeno é conhecido como alelopatia e, envolve a interação química 
de plantas e microrganismos através da produção e liberação no ambiente de 
compostos provenientes do metabolismo secundário (HERNÁNDEZ-TERRONES et 
al., 2007; FERREIRA; MEDEIROS; SOARES, 2008; OLIVEIRA et al., 2012). 
No processo de alelopatia, vários metabólitos especializados estão 
envolvidos, os que mais se destacam são, alcaloides, flavonoides, terpenoides, 
cumarinas e saponinas (RODRIGUES et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2014).  
Uma estratégia para isolar os metabólitos especializados produzidos pelas 
plantas é a realização de um fracionamento bioguiado, onde os tecidos ou exsudatos 
da espécie alelopática são extraídos com solventes apropriados, para fornecer 
extratos brutos com alto nível de atividade fitotóxica. Uma vez extraídos, esses 
extratos são testados e fracionados de acordo com a fitotoxicidade apresentada 
(MACIAS et al., 2001; DUCKE, 2015). 
Infelizmente compostos oriundos de fontes naturais são, geralmente, obtidos 
em pequenas quantidades. Contudo, a rica diversidade estrutural dos compostos 
extraídos de plantas, pode culminar na descoberta de novos modos de ação e, 
considerando que o controle químico de plantas daninhas ainda é a prática 
agronômica mais difundida, o desenvolvimento de novos bio-herbicidas torna-se 





1.2 Eragrostis plana Nees 
 
Uma espécie muito conhecida por seu potencial alelopático é o Eragrostis 
plana Nees, também chamada de Capim Annoni-2 (Figura 1), (FERREIRA; 
MEDEIROS; SOARES, 2008, DALBOSCO, 2013; SILVA, 2014). Acredita-se que a 
interação alelopática tem garantido o domínio do E. plana sobre as demais plantas, 
pois prejudica a germinação de sementes de diversas espécies nativas e exóticas 
(FERREIRA; MEDEIROS; SOARES, 2008), o que desperta interesse pelo estudo 
fitoquímico dessa espécie. 
 
 
Figura 1 - E. plana coletado na fazenda Pacheco no Município de Abelardo Luz-SC (esquerda) 
e ampliação das raízes (direita) 
 
 
Eragrostis plana é uma Poaceae sul-africana, perene, estival e exótica 
(FERREIRA; MEDEIROS; SOARES, 2008), introduzida acidentalmente no Brasil em 
1950. Possui atributos de planta invasora, e é responsável por prejuízos econômicos e 
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sociais nos estados do Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, sendo este 
último, o estado mais afetado por essa planta daninha (ZENNI; ZILLER, 2011).  
A família Poaceae inclui uma infinidade de espécies forrageiras que 
apresentam um enorme poder de disseminação e de colonização, isso se deve ao fato 
dessas espécies serem perenes e de produzirem grande quantidade de sementes, 
mesmo quando as condições ambientais são desfavoráveis (SILVA; COELHO; 
MEDEIROS, 2008). 
Eragrostis é um gênero com cerca de 350 espécies, distribuídas nas regiões 
tropicais, subtropicais e temperadas de ambos os hemisférios, sendo o Brasil o país 
da América do Sul com o maior número de espécies desse gênero. São encontradas 
na maioria dos habitats, contudo a maior predominância ocorre em lugares abertos e 
solos secos (BOECHAT; LONGHI-WAGNER, 2000). Esse gênero, em geral, é 
conhecido pelo seu alto valor nutritivo, sendo usado como forragem para a 
alimentação de gado (SEBASTIÃO et al., 2010).  
Do ponto de vista químico, pode-se destacar no gênero Eragrostis, a 
presença de diterpenos das classes cassano, isopimarano (NISHIYA et al., 1991), 
labdano e norlabdano (SEBASTIÃO et al., 2010; SEBASTIÃO et al., 2012) (Figura 2), 
e embora o modo de ação dessas substâncias ainda seja pouco conhecido, sabe-se 
que as pesquisas com diterpenos são promissoras para o desenvolvimento de novos 
bio-herbicidas (MACIAS et al., 2007; SOLTYS et al., 2013). 
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Eragrostis plana apresenta estudos do ponto de vista biológico e agronômico, 
sendo encontrados na literatura poucos relatos sobre o estudo fitoquímico de 
metabólitos secundários dessa espécie (FAVARETTO et al., 2015; FIORENZA et al., 
2016; FAVARETTO et al., 2019). 
Favaretto et al. (2015), estudando a anatomia e a histoquímica do E. plana 
confirmaram a presença de alcaloides, ao longo dos feixes vasculares, nas folhas e 
raízes dessa espécie. Em outro estudo (HENDGES, 2015) um rotenoide e um 
triacilglicerol foram isolados das folhas de E. plana. Alguns rotenoides foram 
identificados em espécies que apresentam ação herbicida, o que sugere que esta 
classe de compostos químicos possa estar relacionada com o potencial alelopático de 
E. plana (HENDGES, 2015), sendo de grande interesse a realização de testes 
alelopáticos com essa substância pura. 
Estudo recente, com as raízes de E. plana revelou a presença de uma nova 
classe de diterpenos, os de esqueleto tipo neocassano. Foram isolados três diterpenos 
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pertencentes a essa classe (Figura 3), que em testes alelopáticos realizados, foram 
capazes de inibir o crescimento da lentilha-d'água (FAVARETTO et al., 2019). 
 
 




Considera-se, portanto, o nosso estudo apresentado aqui como sendo de 
extrema importância, uma vez que extratos brutos de E. plana em diferentes 
polaridades, das folhas e das raízes apresentaram atividade alelopática em estudos 
preliminares (DALBOSCO, 2013; SILVA, 2014).  
Dessa forma, levando em conta os resultados promissores já relatados, 
tornou-se de grande relevância, principalmente por apresentar perspectivas de 
resultados positivos, a verificação das propriedades alelopáticas de componentes 
puros, extraídos dessa espécie. Se confirmadas essas propriedades, seria possível 
vislumbrar a geração de novo bio-herbicida, ou mesmo um “modelo” para a síntese de 
uma molécula com propriedades herbicidas, ou ainda viabilizar e sustentar estudos 
futuros de novos mecanismos de ação de herbicidas. 
1.3 TERPENOS: UM POUCO DE BIOSSÍNTESE E AÇÃO NAS PLANTAS 
 
Os terpenos, ou terpenoides, constituem a maior classe de metabólitos 
secundários conhecidos, eles podem ser biossintetizados por duas rotas, a do ácido 
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mevalônico e a do fosfato de metileritritol (MEP) (Figura 4) (DEWICK, 2002; TAIZ; 
ZEIGER, 2013; TISSIER; ZIEGLER; VOGT, 2015). 
 




Eles são classificados de acordo com o número de unidades de 5 átomos de 
carbono (C5) que possuem. Os monoterpenos, possuem duas unidades de C5, 
portanto, dez átomos de carbono; os sesquiterpenos, três unidades, os diterpenos, 
quatro unidades, como mostra a figura 4 (DEWICK, 2002). 
Os terpenos de baixa massa molecular, voláteis ou semi-voláteis, que incluem 
hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos, são responsáveis pela 
proteção das plantas contra o estresse abiótico e em várias interações bióticas acima 
e abaixo do solo. Hemiterpenos e monoterpenos, por exemplo, podem estar 
associados à proteção contra o estresse térmico (Figura 5) (THOLL, 2014).  
 
 
Fonte: Adaptado de Dewick (2002) 
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Alguns terpenos voláteis podem ser responsáveis pelas interações intra-
/interespecíficas das plantas, induzindo respostas de defesa nas espécies vizinhas ou 
em tecidos não atacados da mesma planta. Nessas interações, os voláteis não 
precisam necessariamente entrar no tecido foliar da planta vizinha, mas permanecer 
na superfície da folha (THOLL, 2014). 
As funções dos terpenos voláteis na defesa da planta são complementadas 
pela ação dos terpenos não voláteis. Esses podem ser exsudados das raízes para a 
rizosfera e ambiente circundante do solo, e estão envolvidos em diferentes respostas 
de defesa, como é o caso de alguns diterpenos que possuem ação comprovada nos 
mecanismos de defesa das plantas (SCHMELZ et al., 2011; XU et al., 2011; THOLL, 
2014). 
Na literatura é possível encontrar relatos da ação fitotóxica de um grande 
número de diterpenos, confirmando que eles desempenham um papel importante nas 
interações da planta (WEI et al., 2019). Os diterpenos, derivados de quatro unidades 
de C5, são uma classe de produtos naturais estruturalmente diversa (Figura 6).  
 
Fonte: Adaptado de Tholl (2014). 
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A protonação do difosfato de geranil geranila (GGPP) pode iniciar uma 
ciclização concertada que termina com a perda de um próton de grupo metila. A figura 
abaixo mostra duas conformações cadeira diferentes para o GGPP, a primeira dá 
origem ao difosfato de copalila e a segunda ao difosfato de labdadienila (Figura 7), 
que, por sua vez, representa a estereoquímica de maior ocorrência na natureza 
(DEWICK, 2002).  
 




Reações de ciclização via carbocátions, e rearranjos do GGPP mediados por 
enzimas, podem levar às mais variadas estruturas diterpênicas (BARBOSA, VEGA, 























Fonte: Adaptado de Dewick (2002). 
Fonte: Dewick (2002). 
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Figura 8 - Via biossintética dos diterpenos do tipo cassadieno 
 
 
Fonte: Adaptado de Dewick (2000) e Bai et al. (2017) 
 
Diterpenos com estrutura química muito semelhante à dos cassanos, foram 
isolados das raízes de E. plana, cuja principal diferença dessa nova classe de 
diterpenos está na posição do grupo metila (CH3-17). Nos cassanos esse grupo é 
posicionado no carbono C-14, enquanto no novo esqueleto (neocassanos) este grupo 
está ligado ao carbono C-12 (FAVARETTO et al., 2019) (Figura 9). 
 




Desta forma, os compostos do metabolismo secundário são atrativos para as 
pesquisas de novos herbicidas, devido, a grande variabilidade de estruturas químicas 
existentes, além de serem, teoricamente, mais seguros ao ambiente (TUR; BORRELA; 
PASTORINI, 2010), visto que, herbicidas naturais apresentam ação mais específica 










2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar o potencial alelopático das raízes de Capim Annoni-2 (Eragrostis 
plana Nees) visando uma futura aplicação como bio-herbicida. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
• Testar o potencial alelopático dos extratos brutos obtidos com solventes em 
ordem crescente de polaridade (éter de petróleo, acetato de etila e metanol) de raízes 
coletadas nas diferentes estações do ano (primavera, verão, outono e inverno);  
• Realizar o fracionamento e isolamento dos metabólitos secundários dos 
extratos que apresentarem melhor potencial alelopático; 
• Realizar a identificação dos metabólitos isolados, por meio de técnicas 
espectroscópicas e espectrométricas.  
• Testar o potencial alelopático das substâncias isoladas dos extratos (desde 




3.1 PROCEDIMENTOS GERAIS 
 
As análises de rotação específica foram realizadas em um polarímetro 
JASCO P-2000, utilizando cela de 10 dm. Para as análises de UV-vis utilizou-se 
espectrofotômetro Shimadzu UV-2401PC, cubetas de quartzo de 1 mm e analisou-se 
no intervalo de comprimento de onda de 190 a 800 nm. As análises no infravermelho 
foram realizadas em espectrofotômetro Vertex 70, tendo sido utilizada janela de ZnSe, 
resolução espectral de 4 cm-1 e uma média de 16 scans. Todas essas análises foram 
realizadas no Departamento de Química da Universidade Federal do Paraná (UFPR). 
As análises de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 1D e 2D foram obtidas 
no Centro de RMN da UFPR, registradas em Espectrômetro de RMN Bruker DPX 200, 
Avance 400 e/ou Avance III 600 (Bruker), operando a 4,7, 9,4 e 14,1 Tesla, 
respectivamente e observando os núcleos de ¹H a 200, 400 e 600 MHz e a 50, 100 e 
150 MHz para ¹³C. As amostras foram solubilizadas em clorofórmio deuterado (CDCl3) 
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(Aldrich, 99,8%). Os deslocamentos químicos estão expressos em ppm (δ) e 
referenciados em relação ao TMS (tetrametilsilano) (0,00 ppm). 
As análises de espectrometria de massas de alta resolução foram realizadas 
no Instituto de Química da USP, utilizando espectrômetro de massas Bruker 
micrOTOF-QII (Bruker, Billerica, MA, USA) em modo positivo de ionização, sob 
supervisão da Dra Lydia Fumiko Yamaguchi.  
Para análise por CLAE foi utilizado o equipamento Waters, equipado com 
duas bombas modelo 600E, injetor automático 717 plus e detector de arranjo de 
fotodiodos modelo 2998. Os dados foram coletados utilizando o software Empower 2. 
Metanol grau espectroscópico (SK Chemicals, Korea) e água ultrapura, obtida em 
equipamento Purelab Classic, foram usados. Essa análise foi realizada no 
Departamento de Química da Universidade Federal do Paraná (UFPR). 
Nas separações por cromatografia em coluna (CC) foi utilizada sílica gel 60 
(0,063-0,2 mm; Macherey-Nagel, Germany e 0,040-0,063 mm; Merck, Germany) como 
fase estacionária. Nas análises por Cromatografia em Camada Delgada Analítica 
(CCDA) foram utilizadas cromatofolhas de alumínio, TLC, recobertas por sílica gel 60 
com indicador de fluorescência F254 e 0,2 mm de espessura (Merck). As placas 
utilizadas nas separações em Camada Delgada Preparativa (CCDP) foram preparadas 
no laboratório utilizando placas de vidro 20x20 cm recobertas com sílica gel 60 com 
indicador de fluorescência HF254 (0,5-40 m; Merck, Germany) e espessura de 1 mm. 
As placas foram reveladas com luz UV (254 e 366 nm) e solução de anisaldeído. As 
frações foram selecionadas para purificação considerando o perfil em CCDA e o 
espectro de RMN de 1H (200 MHz). 
As estruturas cristalinas das substâncias 1 e 2 foram determinadas por 
Difratometria de Raios X de monocristal (DRX). Os dados foram obtidos através de um 
difratômetro modelo Bruker D8 Ventura, equipado com detector de área Photon 100 e 
uma fonte de Mo-Kα e monocromador de grafite (Bruker AXS GmbH, Karlsruhe, 
Germany), as análises foram realizadas no Departamento de Química da UFPR pela 
Mrs. Francielli S. Santana. 
As análises antimicrobianas foram realizadas na Divisão de Microbiologia 
(CPQBA-UNICAMP) em colaboração com a Dra. Marta Cristina Teixeira Duarte. Para 
os ensaios, foram utilizados cloranfenicol (Sigma-Aldrich), nistatina (Merck) e TTC 
(Merck).  
A configuração absoluta das substâncias 2 e 7 foi determinada em 
espectrômetro de dicroísmo circular vibracional com transformada de Fourier (FT-
VCD) marca BioTools modelo ChiralIR-2X, controlado por software de mesmo nome, 
equipado com um modulador fotoelástico de ZnSe otimizado em 1400 cm-1, e operado 
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com resolução de 4 cm-1. Esse instrumento encontra-se instalado no Instituto de 
Ciência e Tecnologia da UNIFESP, em São José dos Campos, a análise foi 
supervisionada pelo Prof. Dr. João Marcos Batista Junior. O instrumento permite 
aquisição simultânea dos espectros no infravermelho (IR) e de VCD.  
 
3.2 MATERIAL VEGETAL 
 
Amostras de raízes de E. plana foram coletadas nos dias 22/11/2016 
(primavera), 18/02/2017 (verão), 10/06/2017 (outono) e 15/09/2017 (inverno), em área 
pertencente à Fazenda Pacheco, no município de Abelardo Luz, estado de Santa 
Catarina, Brasil (-26.527820, -52.255808 e altitude média de 850 metros). A coleta das 
plantas foi realizada em pontos aleatórios para garantir uma boa homogeneidade da 
área.  
O material botânico foi identificado pela Profa. Dra. Giovana Faneco Pereira e 
sua exsicata foi depositada no herbário da UTFPR - câmpus Pato Branco - PR com 
registro HPB1102. 
 
3.3 OBTENÇÃO DOS EXTRATOS DAS RAÍZES 
 
As raízes foram deixadas em estufa de ar circulante a 40 ºC por, 
aproximadamente, 5 dias, em seguida, foram escovadas para retirar o excesso de solo 
e trituradas em moinho de facas.  
Foram preparados extratos utilizando 200 g de raízes secas e solventes em 
ordem crescente de polaridade, éter de petróleo (30-60 ºC), acetato de etila e metanol, 
com renovação do solvente em intervalos de 24 h, com média de 3 trocas para cada 
solvente. O volume de solvente utilizado foi o suficiente para cobrir as raízes e a 
extração foi realizada a frio. Os extratos foram concentrados em evaporador rotativo à 
pressão reduzida (Fisatom 801) e temperatura de 40 ºC. 
 
3.4 DETERMINAÇÃO DO POTENCIAL ALELOPÁTICO DOS EXTRATOS BRUTOS 
 
Em cada placa de Petri foram adicionados 3,0 mL de solução aquosa de cada 
extrato nas concentrações de 100, 200, 300, 400 e 500 ppm. Em todos os bioensaios, 
foi utilizada água destilada como Controle 1 e água destilada acrescida de 3 gotas de 
solvente utilizado na preparação de cada extrato e Tween 80, como Controle 2. Estes 
bioensaios foram realizados em triplicata.  
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3.4.1 Teste do Potencial Osmótico Pelo Método De Schardakow 
 
Em cada solução aquosa dos extratos brutos (100 - 500 ppm) e nos Controles 
1 e 2, foi adicionada 1 gota de azul de metileno. Em seguida, foram preparadas 
soluções aquosas de sacarose nas concentrações de 0,00; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 
0,10; 0,15; 0,20; 0,25; 0,30; 0,40 e 0,50 mol L-1. Uma gota (10 μL) de cada extrato foi 
adicionada às soluções de sacarose, observando-se a movimentação da mesma, 
sendo avaliada a possível interferência osmótica das soluções dos extratos brutos 
(MAESTRI et al., 1998). Todas as soluções dos extratos apresentaram valores 
inferiores a 0,1 MPa, ou seja, são incapazes de gerar efeitos osmóticos prejudiciais à 
germinação das sementes (SOUZA FILHO; GUILHON; SANTOS, 2010). 
 
3.4.2 Espécie Receptora 
 
A espécie receptora corda de viola (Ipomoea grandifolia) (Figura 10) foi 
utilizada em todos os bioensaios. As sementes foram adquiridas de empresas de 
produção de sementes e multiplicadas na área experimental do Departamento de 
Agronomia da UTFPR – câmpus Pato Branco, passando por processo de limpeza e 
quebra de dormência. 
 
Figura 10 – Planta e sementes de Ipomoea grandifolia 
 
 
3.4.3 Bioensaio de Germinação de Sementes 
 
As sementes da espécie receptora foram monitoradas diariamente por um 
período de 7 dias, sendo consideradas germinadas as sementes com extensão 
radicular igual ou maior a 2 mm (JUNTILA, 1976). O bioensaio foi conduzido em 
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câmara de BOD com condições controladas, temperatura de 25 oC (noite) e 30 ºC 
(dia), fotoperíodo de 12 horas (SOUZA FILHO; GUILHON; SANTOS, 2010). Foram 
utilizadas placas de Petri (9 cm de diâmetro) forradas com uma folha de papel filtro 
qualitativo, as quais receberam 10 sementes da espécie receptora e 3 mL de solução 
aquosa de cada extrato nas diferentes concentrações, no caso das testemunhas, 3 mL 
do Controle 1 e do Controle 2. 
Com os resultados deste bioensaio calcularam-se as variáveis: tempo médio 
de germinação (TMG), porcentagem de germinação (PG) e índice de velocidade de 
germinação (IVG) (APÊNDICE1, pag. 99).  
No último dia (7º dia) do bioensaio, mediu-se o comprimento da radícula e da 
parte aérea das plântulas da espécie receptora (Figura 11) (SOUZA FILHO; 
GUILHON; SANTOS, 2010). Com isso, foi possível calcular a média de crescimento da 
radícula e da parte aérea das plântulas, submetidas aos diferentes tratamentos. 
 
Figura 11 - Plântula de Ipomoea grandifolia; exemplo do que foi considerado como parte aérea 
e como radícula 
 
 
3.5 DETERMINAÇÃO DO POTENCIAL ALELOPÁTICO DAS SUBSTÂNCIAS 2, 9 e 10 
 
O teste alelopático com as substâncias puras (2, 9 e 10) seguiu a mesma 
metodologia descrita para os testes com os extratos brutos (ítem 3.4).  
Para as substâncias 2, 9 e 10 foram testadas as concentrações de 166,6, 
333,3 e 666, 6 μmol L-1. Utilizou-se glifosato (Roundup®) como controle positivo, nas 
mesmas concentrações e água destilada como controle negativo.  
Além da espécie receptora Ipomoea grandifolia, utilizada nos testes com os 
extratos brutos, neste bioensaio utilizou-se também a Euphorbia heterophylla (Figura 
12). As sementes foram adquiridas de empresas de produção de sementes e 
multiplicadas na área experimental do Departamento de Agronomia da UTFPR – 
câmpus Pato Branco. Para Euphorbia heterophylla não foi necessário fazer quebra de 
dormência.  
Radícula 
Parte Aérea  
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Figura 12 - Planta e sementes de Euphorbia heterophylla 
 
 
3.6 ANÁLISE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS BRUTOS 
 
Os extratos brutos de raízes de E. plana foram avaliados quanto à atividade 
antimicrobiana contra sete microrganismos: Candida albicans (CCT 776), Bacillus 
subtilis (CCT 2576), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 13388), Staphylococcus aureus 
(ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 11775), Salmonella choleraesuis (ATCC 10708) 
e Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228). 
Os microrganismos foram cultivados durante a noite a 36 ºC em meios de 
cultura específicos (ágar nutriente para as bactérias e ágar Sabouraud Dextrose para 
C. albicans). Os inóculos para os ensaios foram preparados diluindo a massa celular 
raspada em solução de NaCl a 0,85% e ajustando a escala de McFarland no 0,5. As 
suspensões celulares foram então diluídas para 104 UFC mL-1 para serem utilizadas 
nos bioensaios. 
Testes de concentração inibitória mínima (CIM) foram realizados em triplicata, 
de acordo com CLSI (2012, 2008), utilizando microplacas de cultura de tecidos de 96 
poços contendo 100 μL do meio de cultura específico (caldo Muller-Hinton para a 
bactéria e RPMI-1640 para C. albicans). As soluções estoque dos extratos brutos 
foram diluídas para obter concentrações que variaram de 1,0 a 0,015 mg mL-1. Como 
controle positivo foram utilizados cloranfenicol e nistatina com concentração na faixa 
de 0,5 a 1,0 mg mL-1.  
Os inóculos bacterianos e fúngicos foram adicionados aos poços e as 
microplacas foram incubadas a 37 ºC por 24 h. A CIM foi definida como a menor 
concentração do extrato que inibia o crescimento microbiano visível, o que foi 
confirmado pela adição de 20 μL de solução de 0,5% de cloreto de trifenil tetrazólio 
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(TTC) para bactérias e pela alteração na cor do meio RPMI-1640, de rosa para 
amarelo, para C. albicans. 
As concentrações bactericidas e fungicidas mínimas (MBC e MFC, 
respectivamente) foram determinadas por meio de plaqueamento de 10 μL do material 
contido no poço correspondente ao do MIC e dos três poços subsequentes de maior 
concentração, nos meios sólidos adequados para cada microrganismo. 
Posteriormente, as placas contendo bactérias e leveduras foram incubadas de acordo 
com a temperatura determinada para cada microrganismo. As MBC e MFC foram 
definidas como as concentrações mínimas capazes de inibir totalmente o crescimento 
bacteriano/fúngico (99,9%) nos meios de cultura sólidos específicos (CLSI, 2005). 
 
3.7 PREPARO DE AMOSTRA E CONDIÇÕES DE ANÁLISES CROMATOGRÁFICAS 
 
Os extratos brutos das raízes de E. plana, das quatro estações do ano e de 
diferentes polaridades, e a substância 2 foram analisados por CLAE, para isso, foi 
utilizada coluna Kinetex XB – C18, 100 Å, phenomenex (4,6 x 250 mm, 5 μm). Como 
fase móvel foi usada água ultrapura (A) e metanol grau HPLC (B), a melhor condição 
cromatográfica após algumas tentativas foi: 50-100% de B em 50 min, mantendo 
100% de B por 10 min, com fluxo constante de 0,8 mL min-1, detecção a 254 nm e 
volume de injeção de 10 μL.  
As amostras foram preparadas dissolvendo 5,2 mg de cada extrato bruto (de 
acordo com a estação do ano e polaridade) e 1 mg da substância 2, em 1 mL de 
metanol grau HPLC. Depois de solubilizadas, as amostras foram filtradas utilizando 
filtro de seringa de 25 mm de diâmetro e 0,22 μm de tamanho de poro e na sequência 
foram injetadas. 
3.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
A análise estatística com os dados dos testes alelopáticos foi realizada 
utilizando-se o programa IBM SPSS Statistics 2.0 e o Matlab. Foi aplicado um 
delineamento experimental inteiramente casualizado com três réplicas. Os resultados 
de todas as variáveis calculadas no bioensaio, para todas as estações, para os 
diferentes tipos de solvente e para as diferentes concentrações dos extratos, foram 
submetidos ao modelo linear generalizado (MLG), com 95% de significância e à 
análise dos componentes principais (PCA) utilizando o software Matlab, pré-
processamento (autoescalamento) foi aplicado à matriz de dados. Os resultados das 
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variáveis calculadas no bioensaio com as substâncias 2, 9 e 10, também foram 
submetidos ao MLG, com 95% de significância.  
Os dados obtidos por CLAE foram analisados usando o software Matlab. Foi 
aplicado Pré-tratamento (alinhamento dos picos por Icoshift) e pré-processamento 
(dados na média) à matriz de dados. Todos os gráficos foram gerados utilizando 
programa Origin 8.5.  
 
3.9 DICROISMO CIRCULAR VIBRACIONAL  
 
Os espectros de VCD entre 950-1800 cm-1 foram obtidos para os compostos 
2 e 7 utilizando cela de BaF2 com volume de 100 μL e caminho óptico de 100 μm. O 
tempo de aquisição foi de 7h e clorofórmio deuterado foi utilizado como solvente. Os 
resultados apresentados correspondem à média aritmética de 7 blocos de aquisição 
de 1h cada. A linha de base de cada espectro obtido foi corrigida pela subtração do 
espectro de VCD obtido para o solvente utilizado, nas mesmas condições. A 
calibração do instrumento foi verificada utilizando os enantiômeros do monoterpeno α-
pineno líquido. As condições específicas para essas análises foram: 2 (6,8 mg/130 μL 
de CDCl3), e 7 (7 mg/120 μL de CDCl3).  
Para as análises conformacionais foi utilizado uma busca sistemática com o 
algoritmo de Monte Carlo, no nível de teoria de mecânica molecular, com os campos 
de força MM+ (Hyperchem) e/ou MMFF (Spartan). As configurações (5R,8R,9S,10R) e 
(5R,8S,9S,10R,13R) foram arbitrariamente escolhidas para 2 e 7, respectivamente. 
Todos os confôrmeros obtidos, com energia de até 10 kcal/mol em relação a do 
confôrmero de menor energia, foram selecionados para a etapa de otimização 
geométrica. Os cálculos de otimização geométrica foram realizados no nível de DFT, 
utilizando B3LYP/6-31G(d) em fase gasosa, seguida de análise vibracional harmônica 
no mesmo nível de teoria. Todos os confôrmeros, com energia de até 2,0 kcal/mol em 
relação a do confôrmero de menor energia, foram selecionados e reotimizados no 
nível.  
Os espectros no IR e de VCD foram calculados no nível B3PW91/6-311G 
(d,p). As propriedades força dipolar, proporcional às intensidades no IR, e força 
rotacional, proporcional às intensidades de VCD, foram calculadas no mesmo nível de 
teoria utilizado para a etapa de otimização geométrica e convertidas em unidade de 
absortividade molar (M-1 cm-1). Os números de onda calculados foram multiplicados 
pelo fator de correção de anarmonicidade de 0,97 e os espectros foram gerados 
assumindo bandas Lorentzianas com largura à meia altura de 6 cm-1. 
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3.10 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X  
 
Os cristais de 1 (CCDC: 1991736) foram obtidos por difusão lenta em éter de 
petróleo e diclorometano. Os dados do cristal foram processados no programa APEX3 
(1) e a estrutura 1 foi determinada pela rotina de fase intrínseca no programa SHELXT 
(2A), e refinada pelo método de mínimos quadrados de matriz completa, sobre F2, no 
SHELXL (2B). Todos os átomos, exceto os de hidrogênio, foram refinados 
anisotropicamente. Em relação ao tratamento dos átomos de hidrogênio, todos foram 
incluídos em posições calculadas U(iso) ajustado em 1.2*U(eq), para os hidrogênios 
dos grupos metila, e U(iso) ajustado em 1.5*U(eq) para os demais. No final do 
refinamento R1= 0,099 e wR2 = 0,290 para todas as 2844 reflexões e wR2 = 0.278 e 
R1 = 0.084 (2B) para os dados observados.  
Os cristais de 2 (CCDC: 1991737) foram obtidos a partir da evaporação do 
diclorometano. Os dados do cristal foram processados no programa APEX3 (1) e a 
estrutura 2 foi determinada pela rotina do método direto no programa SHELX (2A) e 
refinada pelo método de mínimos quadrados de matriz completa, sobre F2, no SHELXL 
(2B). Todos os átomos, exceto os de hidrogênio, foram refinados anisotropicamente. 
Em relação ao tratamento dos átomos de hidrogênio, todos foram localizados no mapa 
de diferença eletrônica e foram refinados isotropicamente e livremente. No final do 
refinamento wR2 = 0.100 and R1 = 0.055 (2B) para todas as 3278 reflexões e wR2 
=0,094 e R1= 0,041 para os dados observados. 
Os dados cristalográficos completos são apresentados no APÊNDICE 2, pag. 
100). Os dados podem ser acessados via www.ccdc.cam.ac.uk.  
 
3.11 FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS 
 
Os extratos brutos em éter de petróleo das raízes coletadas na primavera (0,8 
g) e no outono (0,8 g), foram submetidos a cromatografia em coluna, utilizando sílica-
gel (0,063-0,2 mm; Macherey-Nagel, Germany) como fase estacionária e eluídos com 
éter de petróleo e éter etílico em diferentes proporções. Foram obtidas 64 e 155 
frações de 10 mL cada, do fracionamento dos extratos em éter de petróleo do outono 
e da primavera, respectivamente. Após análises por CCDA, as frações de cada extrato 
foram agrupadas de acordo com seus fatores de retenção (fr) (Tabela 1).  
O extrato bruto em éter de petróleo das raízes coletadas no verão (1,0 g), foi 
submetido a cromatografia em coluna flash, utilizando sílica-gel (0,040-0,063 mm; 
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Merck, Germany) como fase estacionária e eluído com éter de petróleo e éter etílico 
em diferentes proporções. Foram obtidas 23 frações de 50 mL cada, que foram 
agrupadas de acordo com seus fatores de retenção (Tabela 1). 
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 Tabela 1 - Frações Resultantes da Cromatografia em Coluna dos Extratos Brutos em Éter de 
Petróleo Primavera, Verão e Outono 
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Em negrito as frações que foram repurificadas e com sublinhado as frações que originaram as 
substâncias identificadas. EP = Éter de Petróleo; EE = Éter Etílico. 
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As substâncias 2, 9 e 10 foram isoladas do extrato bruto em éter de petróleo 
das raízes coletadas na primavera (Fluxograma da purificação - APÊNDICE 3, pag. 
101 e 102).  
A fração F14 foi submetida a CCDP, eluida com EP:EE 80:20, resultando na 
substância 9 (9,5 mg). 
A fração F16 foi agrupada com a F17 e repurificada por CCDP, utilizando 
EP:EE 75:25 como fase móvel, resultando nas subfrações F16/17-3 (4,6 mg) e 
F16/17-6 (15 mg). A subfração F16/17-6 foi repurificada por CCDP, eluída EP:EE 
75:25, resultando na subfração F16/17-6-4 (4,5 mg) que foi agrupada com a subfração 
F16/17-3. Depois de agrupadas a nova fração foi purificação por CCDP, utilizando-se 
EP:EE 70:30 como fase móvel e resultou na substância 10 (6,9 mg). 
A fração F18 foi submetida a CCDP, eluida 4x com EP:EE 70:30 resultando 
na subfração F18-3 (10,0 mg), que foi repurificada por CCDP, utilizando EP:EE 70:30 
como fase móvel e resultou na substância 10 (5,8 mg). 
A fração F19 foi submetida a CCDP, eluida 5x com EP:EE 85:15, resultando 
na substância 2 (11,0 mg).  
As substâncias 1, 2, 7, 9 e 10 foram isoladas do extrato em éter de petróleo 
das raízes coletadas no outono (Fluxograma da purificação - APÊNDICE 4, pag. 103, 
104 e 105). 
A fração F18 foi submetida a CCDP, eluida com EP:DCM 80:20, resultando 
na substância 1 (3,4 mg). 
A fração F19 foi submetida a CCDP, eluida com EP:EE 80:20 resultando na 
subfração F19-1 (10,0 mg) que foi repurificada por CCDP, utilizando-se EP:DCM 4:6 
como fase móvel e resultando na substância 1 (7,0 mg).  
A fração F20 foi submetida a CCDP, eluida 3x com EP:DCM 30:70, 
resultando na subfração F20-3 (42,0 mg) a qual foi repurificada por CCDP, eluida com 
EP:EE 50:50, resultando na substância 7 (15,0 mg).  
A fração F22 foi submetida a CCDP, eluida com EP:EE:DCM (60:30:10), 
resultando na substância 9 (34,0 mg). 
A fração F25 resultante da CC (tabela 1) foi identificada como sendo a 
substância 9 (18,0 mg). 
A fração F27 foi submetida a CCDP, eluida com EP:EE:DCM (80:10:10), 
resultando na substância 9 (10,0 mg). 
A fração F30 foi submetida a CCDP, eluida com EP:EE:DCM (50:10:40), 
resultando na substância 10 (11,0 mg). 
A fração F36 foi submetida a CC, eluida com misturas de EP:AcOEt (80:20, 
70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 10:90), resultando em 110 subfrações de 10 mL 
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cada, que após análise por CCDA foram agrupadas de acordo com seus fatores de 
retenção (fr) (Tabela 2). 
Tabela 2 - Frações Resultantes da Cromatografia em Coluna da Fração F36 do Extrato das 
Raízes em Éter de Petróleo Outono 
Fração F36 (481,1 mg) 
Fração final Massa (mg) Eluente Substância 
Identificada 
F36-1 1,9 EP:AcOEt 80:20  
F36-6 1,1 EP:AcOEt 80:20  
F36-17 3,6 EP:AcOEt 70:30  
F36-19 4,1 EP:AcOEt 70:30  
F36-22 2,1 EP:AcOEt 70:30  
F36-24 55 EP:AcOEt 70:30 10 
F36-33 64 EP:AcOEt 70:30 2 
F36-37 56 EP:AcOEt 60:40  
F36-48 19 EP:AcOEt 50:50  
F36-50 100 EP:AcOEt 50:50  
F36-61 31 EP:AcOEt 40:60  
F36-71 18 EP:AcOEt 30:70  
F36-100 6,6 EP:AcOEt 10:90  
Em negrito as frações que foram repurificadas e com sublinhado as frações que originaram as 
substâncias identificadas. EP = Éter de Petróleo; AcOEt = Acetato de Etila. 
 
A subfração F36-24 foi submetida a CCDP, eluida 2x com EP:DCM:AcOEt 
(70:20:10), resultando na subfração F36-24-3 (7,8 mg) que foi repurificada por CCDP, 
usando o sistema de solvente EP:DCM:Clorofórmio (60:30:10), que resultou na 
substancia 10 (2,4 mg).  
A subfração F36-33 foi submetida a CCDP, eluida 2x com EP:DCM:AcOEt 
(70:20:10), resultando na substância 2 (31,0 mg). 
As substâncias 2, 3, 4, 5, 6, 8 e 10 foram isoladas do extrato em éter de 
petróleo das raízes coletadas no verão (Fluxograma da purificação - APÊNDICE 5, 
pag. 106). 
A fração F9 foi submetida a CCDP, eluida 4x com EP:EE (80:20), resultando 
na substância 10 (4,0 mg) e na subfração F9-2 (20,0 mg). A subfração F9-2 foi 
repurificada por CCDP usando EE:DCM (20:80) como sistema de solvente que 
resultou na substância 2 (5,0 mg).  
A fração F11 foi submetida a CCDP, eluida com EP:EE (80:20), resultando 
nas substâncias 3 (6,8 mg) e 8 (5,0 mg) e nas subfrações F11-2 (14 mg), F11-5 (17,0 
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mg) e F11-6 (20,5 mg). A subfração F11-2 foi repurificada por CCDP, eluida com 
DCM:EE (80:20), resultando na substância 2 (5,0 mg).  
A subfração F11-5 foi submetida a CCDP, eluida 3x com 100% DCM, 
resultando nas substâncias 4 (4,0 mg) e 5 (4,0 mg). Enquanto a subfração F11-6 foi 
repurificada por CCDP, eluida 3x com 100% DCM, resultando na substância 6 (11,0 
mg). 
O extrato bruto em acetato de etila das raízes coletadas no verão (1,9 g) foi 
submetido a cromatografia em coluna, utilizando sílica-gel (0,063-0,2 mm; Macherey-
Nagel, Germany) como fase estacionária e eluído com hexano, acetato de etila e 
metanol em diferentes proporções. Foram obtidas 170 frações de 10 mL cada, que 
após análises por CCDA, foram agrupadas de acordo com seus fatores de retenção 
(fr) (Tabela 3). 
Tabela 3 - Frações Resultantes da Cromatografia em Coluna do Extrato Bruto em Acetato de 
Etila das raízes Verão 
Acetato de Etila Verão 
Fração final Massa (mg) Eluente Substância 
Identificada 
F1 4,8 AcOEt:HEX 30:70  
F22 73,1 AcOEt:HEX 40:60 7 
F28 45,0 AcOEt:HEX 40:60 7 
F31 16,7 AcOEt:HEX 40:60  
F34 10,8 AcOEt:HEX 40:60  
F36 34,6 AcOEt:HEX 50:50  
F40 18,7 AcOEt:HEX 50:50  
F41  160,0 AcOEt:HEX 50:50 2 
F54  64,8 AcOEt:HEX 50:50 6 
F61  177,0 AcOEt:HEX 60:40 6 
F73 44,6 AcOEt:HEX 70:30  
F78 36,6 AcOEt:HEX 70:30  
F82 150,0 AcOEt:HEX 80:20  
F100 86,6 AcOEt:HEX 90:10  
F108 81,3 AcOEt:MeOH 90:10  
F121 44,1 AcOEt:MeOH 70:30  
F139 3,5 AcOEt:MeOH 30:70  
F140 125,0 AcOEt:MeOH 30:70  
F143 54,2 AcOEt:MeOH 30:70  
F147 414,7 AcOEt:MeOH 30:70  
F156 26,7 MeOH 100%  
F159 150,0 MeOH 100%  
F170 54,0 MeOH 100%  
Em negrito as frações que foram repurificadas e com sublinhado as frações que originaram as 
substâncias identificadas. HEX = Hexano; AcOEt = Acetato de Etila; MeOH = Metanol. 
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As substâncias 2, 6 e 7 foram isoladas do extrato em acetato de etila das 
raízes coletadas no verão (Fluxograma da purificação - APÊNDICE 6, pag. 107 e 108).  
A fração F22 foi purificada por CCDP, eluida com Hex:DCM:AcOEt 
(80:10:10), resultando na substância 7 (9,5 mg). 
A fração F28 foi submetida a CCDP, eluida com Hex:DCM:AcOEt (80:10:10), 
resultando na subfração F28-4 (6,9 mg) que foi repurificada por CCDP, usando como 
fase móvel Hex:DCM (70:30) e resultou na substância 7 (3,6 mg). 
A fração F41 foi submetida a CCDP, eluida com Hex:DCM:AcOEt (70:20:10), 
resultando na substância 2 (46,0 mg).  
A fração F54 foi purificada por CCDP, eluida com Hex:AcOEt (70:30), 
resultando na subfração F54-5 (22,7 mg) que foi submetida a CCDP, usando como 
fase móvel DCM:AcOEt (80:20), resultando na substância 6 (6,3 mg). 
A fração F61 foi submetida a CCDP, eluida com Hex:AcOEt (60:40), 
resultando na subfração F61-5 (39,5 mg) que foi repurificada por CCDP, usando 
Hex:DCM:AcOEt (20:60:20) como fase móvel e resultou na substância 6 (18,0 mg). 
A fração F73 foi submetida a CCDP, eluida com DCM:AcOEt (70:30), 
resultando na subfração F73-2 (8,0 mg) que foi repurificada por CCDP, usando 
Hex:AcOEt (90:10) como fase móvel (em processo de identificação). 
 
3.11.1 Dados Espectroscópicos e Espectrométricos das Substâncias 1, 2, 7, 9 e 10 
 
(5S,8R,9S,10R) Neocassa-12(13),15-dien-14-ona (1): [α]20D + 50 (c 0,14, CHCl3); UV-
vis (MeOH) λmax (log ε) 216 (3,62), 247 (3,35), 276 (3,06) nm; IR (ZnSe) νmax 2929, 
2866, 1732, 1141, 736 cm-1; para dados de RMN 1D e 2D ver Tabela 7; HRESIMS m/z 
287,2360 [M+H]+ (calcd para C20H31O 287,2369). Dados cristalográficos em 
APÊNDICE 101. 
 
(5R,8R,9S,10R) Neocassa-12(13),15-dieno-3,14-diona (2): [α]20D + 4 (c 0,22, CHCl3); 
UV-vis (MeOH) λmax (log ε) 217 (3,14), 258 (3,06) nm; IR (ZnSe) νmax 2938, 2865, 1703, 
1455, 1384, 737 cm-1; para dados de RMN 1D e 2D ver Tabela 8; HRESIMS m/z 
301,2160 [M+H]+ (calcd para C20H29O2 301,2162). Dados cristalográficos em 
APÊNDICE 101. 
 
Neocassa-12(17),15-dien-3-ona (7): [α]20D + 23 (c 0,33, CHCl3); UV-vis (MeOH) λmax 
(log ε) 217 (3,67) nm; IR (ZnSe) νmax 2927, 2854, 1704, 1454, 1386, 918 cm-1; para 
dados de RMN 1D e 2D ver Tabela 13; HRESIMS m/z 287,2360 [M+H]+ (calcd para 
C20H31O 287,2369).  
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14-Hidroxineocassa-12(17),15-dieno (9): [α]20D + 33 (c 0,73, CHCl3); UV-vis (MeOH) 
λmax (log ε) 213 (3,05), 235 (2,87) nm; IR (ZnSe) νmax 3440, 3074, 2924, 2863, 1462, 
1382, 917 cm-1; para dados de RMN 1D e 2D ver Tabela 15; HRESIMS m/z 289.2526 
[M+H]+ (calcd para C20H33O 289,2525).  
 
3-Hidroxineocassa-12(17),15-dieno (10): [α]20D + 20 (c 0,11, CHCl3); UV-vis (MeOH) 
λmax (log ε) 212 (2,75), 327 (1,28) nm; IR (ZnSe) νmax 3402, 3072, 2925, 2850, 1449, 
1036, 890 cm-1; para dados de RMN 1D e 2D ver Tabela 16; HRESIMS m/z 289,2224 
[M+H]+ (calcd para C20H33O 289,2525).  
 
4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
A tabela 4 apresenta as massas dos extratos brutos obtidos das raízes de E. 
plana coletadas na primavera, no verão, no outono e no inverno, extraídas com 
solventes de baixa, média e alta polaridade.  
 
Tabela 4 - Massa dos Extratos das Raízes de E. plana Coletadas nas Quatro Estações do 
Ano/2016/2017 
 
4.1 TESTES ALELOPÁTICOS COM OS EXTRATOS BRUTOS 
 
As variáveis dependentes testadas nos bioensaios foram: comprimento da 
radícula (CR), comprimento da parte aérea (CPA), porcentagem de germinação (PG), 
índice de velocidade de germinação (IVG) e tempo médio de germinação (TMG). Os 
fatores considerados nestes experimentos foram: estações do ano, tipo de solvente e 
concentração dos extratos. O conjunto de dados no delineamento experimental foi 
analisado por modelos lineares generalizados (MLG). Nesta discussão foram 
analisados somente os fatores principais e as interações que apresentaram diferenças 
estatísticas significativas, ao intervalo de confiança de 95% (Tabela 5). Os dados das 
variáveis de germinação (PG, TMG e IVG) foram ajustados à distribuição gama com 
função de ligação log e as variáveis de crescimento (CR e CPA), foram ajustadas à 
distribuição normal. 
Estação Éter de Petróleo Acetato de Etila Metanol Rendimento total 
% 
Primavera 1,3 g 2,5 g 4,2 g 4,0 
Verão 1,8 g 3,1 g 5,1 g 5,0 
Outono 1,6 g  2,2 g 7,2 g 5,5 
Inverno 1,9 g 1,9 g 6,0 g 4,9 
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Tabela 5 - Fatores que Resultaram em Diferenças Estatísticas Significativas para as Variáveis 
Dependentes de Crescimento (CR e CPA) e de Germinação (PG, IVG e TMG) da Espécie 
Receptora I. grandifolia 






Estação 220,350 3 0,000 
Solvente 26,102 2 0,000 
Tratamento 34,091 6 0,000 
Estação*Solvente 15,804 6 0,015 
CPA 
Estação 180,038 3 0,000 
Tratamento 30,060 6 0,000 
Estação*Solvente 16,339 6 0,012 
Solvente *Tratamento 22,480 12 0,032 
PG 
Estação 28,368 3 0,000 
Solvente 7,017 2 0,030 
Estação*Solvente 14,633 6 0,023 
    
IVG 
Estação 226,875 3 0,000 
    
TMG 
Estação 389,783 3 0,000 
CR = Comprimento da Radícula; CPA = Comprimento da Parte Aérea; PG = Porcentagem de 
Germinação; IVG = Índice de Velocidade de Germinação; TMG = Tempo Médio de 
Germinação. 
 
4.1.1 Efeito dos Extratos de Raízes de Eragrostis plana Sobre o Crescimento de 
Ipomoea grandifolia 
 
O modelo linear generalizado para o CPA (Equação 1) e CR (Equação 2) 










A análise da interação estação vs solvente, para a variável CPA, revelou que 
na estação outono o extrato em éter de petróleo apresentou o maior poder inibitório, 
em comparação com os extratos em acetato de etila e metanol. Contudo, para as 
outras estações não se observam diferenças significativas nos CPA de I. grandifolia 
entre os diferentes solventes utilizados para a preparação dos extratos (Figura 13).  
 
Figura 13 - Interação Estação vs. Solvente para a Variável Comprimento da Parte Aérea (CPA) 
 
 
Os menores valores de CPA foram observados para a estação verão, e foram 
significativamente diferentes das estações outono e primavera. A razão de chance foi 
calculada para todos os coeficientes desses modelos gerados por MLG (equações 1 e 
2), a equação 1 mostra que a primavera e o outono apresentam 6 e 9 vezes mais 
chances de resultarem em CPA maiores do que o verão, respectivamente. 
Filip et al. (2016), estudando a dinâmica sazonal dos aleloquímicos de 
Helianthus tuberosus L., observaram que os efeitos alelopáticos dessa espécie são 
mais fortes no início do verão e no final do outono, quando os aleloquímicos se 
acumulam na rizosfera. O estímulo positivo no CPA de Egeria densa influenciado por 
extratos de raízes coletadas no outono foi relatado por Thiébaut et al. (2018), quando 
estudaram o efeito sazonal de extratos de L. hexapetala. 
A análise da interação solvente vs. tratamento revelou que com o extrato em 
éter de petróleo a razão de chance de CPA ser maior no tratamento de 500 ppm é, em 
média 75% menor quando comparada com o Controle 2 (Equação 1). O CPA 
observado com a concentração de 500 ppm também diferiu dos valores obtidos com 
Controle 1, 100 e 200 ppm para o extrato em éter de petróleo. As concentrações de 
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300 ppm e 400 ppm do extrato metanólico também resultaram em valores de CPA 
inferiores aos obtidos com Controle 1 (Figura 14). 
 




Segundo Dotto et al. (2017), o extrato de E. plana reduziu a germinação e o 
crescimento inicial de alface, tomate e pimentão, sendo que o maior efeito alelopático 
ocorreu na concentração mais elevada (0,1g mL-1). 
Observa-se na análise da equação 1, que para o extrato em acetato de etila 
existe uma diferença acentuada entre os valores de CPA obtidos com o Controle 1 e 2. 
Nota-se que com Controle 1 a razão de chance de CPA ser maior é, em média 76% 
menor quando comparada ao Controle 2, acredita-se que a adição de tween 80 e 
acetato de etila no Controle 2 pode estar exercendo efeito estimulatório ao CPA das 
plantas de I. grandifolia. 
Para a variável CR, a análise da interação estação vs solvente revelou que, o 
extrato em éter de petróleo também foi o responsável pela maior inibição dessa 
variável nas estações outono e primavera, em relação aos demais extratos dessas 
estações (Figura 13). Em ambas as estações a razão de chance de CR ser maior com 
extrato em éter de petróleo é, em média 70% menor quando comparada com extrato 
em metanol. Nos períodos de inverno e verão não se observaram diferenças nos 
valores dessa variável entre os distintos extratos de raízes de E. plana (Figura 15).  
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Figura 15 - Interação Espécie vs. Solvente para a Variável Comprimento da Radícula (CR). 
 
 
Nota-se que os valores de CR foram menores na estação inverno, sendo 
estatisticamente diferentes das outras estações do ano. A equação 2 mostra que no 
inverno a chance de CR ser maior é em média 47% menor quando comparada ao 
verão. Enquanto, a primavera e o outono apresentam 5 e 6 vezes mais chances de 
resultarem em CR maiores do que o verão, respectivamente.  
Considerando as concentrações testadas, nota-se que as menores medidas 
para o CR foram observadas quando se utilizou o extrato de raízes de E. plana na 
concentração de 500 ppm, sendo estatisticamente diferente dos Controles 1 e 2. 
Segundo a equação 2 o CR com os tratamentos 100 ppm, 200 ppm, 300 ppm e 400 
ppm possui aproximadamente 50% menos chances de apresentarem CR maiores que 
o Controle 2, enquanto, no tratamento com 500 ppm a razão de chance de CR ser 
maior é, em média 70% menor quando comparada ao Controle 2. 
A influência negativa causada pelo E. plana no CR e no comprimento do 
hipocótilo de outras plântulas também foi relatada no trabalho de Bittencourt et al. 
(2018).  
A partir desses resultados, pode-se destacar que a aplicação de extratos de 
raízes coletadas no verão e no inverno resultou nos menores valores das variáveis de 
crescimento. Considerando que ambas as estações normalmente apresentam 
condições climáticas extremas, os resultados obtidos indicam que fatores ambientais 
abióticos são capazes de induzir mudanças na produção de diferentes classes de 
metabólitos especializados, efeito já destacado no trabalho de Sampaio et al. (2016). 
Franco et al. (2016) confirmaram a influência da variação sazonal sobre a 
composição de substâncias e sobre o potencial alelopático de folhas de Copaifera 























 Acetato de Etila
 Éter de Petróleo
 Metanol
46 
langsdorff. Em outro estudo, antraquinonas foram encontradas em amostras de 
Luehea candicans apenas em material coletado durante a estação seca, enquanto 
saponinas foram detectadas apenas em amostras coletadas na estação chuvosa 
(PINTO et al., 2016). 
A ação dos aleloquímicos está relacionada com a concentração e 
classificação dos mesmos. Por exemplo, uma baixa concentração de dibutilftalato 
aumenta a absorção de N, mas diminui a de P e K. No entanto, uma alta concentração 
desse composto inibe a absorção de N, P e K. Similarmente, uma baixa concentração 
de difenilamina estimula a absorção de N e K, mas inibe a absorção de P pelas raízes 
de tomate (CHENG; CHENG, 2015). A absorção de todos os macronutrientes, 
nitrogênio, fósforo e potássio é essencial ao crescimento e desenvolvimento das 
plantas (TAIZ; ZEIGER, 2013). 
 
4.1.2 Efeito dos Extratos de Raízes de Eragrostis plana Sobre a Germinação de 
Ipomoea grandifolia 
 
O modelo linear generalizado para PG (equação 3), IVG (equação 4) e TMG 










A razão de chance foi calculada para todos os coeficientes desses modelos 
gerados por MLG (equações 3, 4 e 5). Para a variável PG, a análise da interação 
estação vs. solvente, nos mostra que no outono e na primavera a razão de chance de 
PG ser maior com extratos em éter de petróleo é, em média 15% menor comparada 
com extratos metanólicos de ambas as estações (Equação 3, Figura 14).  
Contudo, observa-se que para as raízes de E. plana coletadas no inverno, os 
valores de PG obtidos com o extrato metanólico são estatisticamente menores do que 
os obtidos com o extrato em éter de petróleo. Os menores valores para PG são 
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observados quando se utiliza o extrato metanólico do verão, este por sua vez, difere-
se dos extratos em acetato de etila e éter de petróleo, ao nível de significância de 5% 
(Figura 16). Sendo assim, fica evidente que a influência do solvente utilizado na 
extração depende da estação do ano em que as raízes de E. plana foram coletadas.  
 
Figura 16 - Interação Estação vs. Solvente para a Variável Porcentagem de Germinação (PG). 
 
 
A equação 3 também nos mostra que os extratos das estações outono e 
primavera apresentam, aproximadamente, 1,24 vezes mais chances de resultarem em 
valores de PG maiores comparados com a estação verão. 
Os menores valores de IVG para I. grandifolia são observados no inverno, 
neste caso todas as estações apresentam valores estatisticamente diferentes entre si 
(Figura 15). Por meio da equação 4 observa-se que no inverno a razão de chance de 
IVG ser maior é, em média 26% menor quando comparada ao verão, enquanto o 
outono e a primavera apresentam 1,24 e 1,12 vezes mais chances de resultam em 
valores de IVG maiores que o verão, respectivamente.  
Por fim, observa-se que os maiores valores de TMG são obtidos com raízes 
de E. plana coletadas no inverno, sendo esses diferentes das demais estações (Figura 
17). A equação 5 mostra que o inverno apresenta 1,6 vezes mais chances de resultar 
em TMG maiores comparado com o verão, enquanto, no outono a razão de chance de 
TMG ser maior é, em média 26% menor quando comparada ao verão.  
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Figura 17 - IVG e TMG de I. grandifolia em Função da Estação. Letras Diferentes Significam 
que as Médias são Diferentes com 95% de Significância 
 
 
Pinto e Kolb (2016) estudando os extratos de Luehea candicans, observaram 
que o extrato obtido com material coletado durante a estação chuvosa diminuiu a 
capacidade de germinação e a velocidade de germinação das espécies receptoras, 
confirmando que o efeito fitotóxico, bem como a quantidade e composição de 
metabólitos secundários, diferem sazonalmente.  
Fiorenza et al. (2016), averiguaram que extratos aquosos de partes aéreas de 
E. plana afetaram a PG e o IVG. Segundo estes pesquisadores, os extratos dessa 
espécie atuaram inibindo o vigor das sementes de milho, aveia-branca, azevém-anual, 
trevo-vermelho e cornichão, o que confirma o potencial alelopático do E. plana. 
Ferreira, Medeiros e Soares (2008), estudando os efeitos alelopáticos de E. 
plana durante a decomposição dos tecidos vegetais constataram que quanto maior o 
nível de cobertura menor a germinação e o IVG das sementes de grama-de-forquilha.  
O desenvolvimento vegetal é regulado por seis tipos principais de hormônios: 
auxinas, giberelinas, citocininas, etileno, ácido abscísico e brassinosteroides, os quais, 
podem ser afetados negativamente pela presença dos aleloquímicos. As alterações 
desses reguladores de crescimento podem influenciar na germinação de sementes e 
crescimento de plântulas (CHENG; CHENG, 2015; TAIZ; ZEIGER, 2013). 
Alterações nos níveis de AIA (ácido indol-3-acético), principal auxina natural, 
danificam o sistema de regulação do crescimento e inibem o crescimento de plântulas 
(CHENG; CHENG, 2015). 
Os aleloquímicos exercem diferentes efeitos sobre a síntese, funções e 



















exemplo, podem inibir a enzima λ-fosforilase, envolvida na germinação de sementes 
(CHENG; CHENG, 2015). 
 
4.1.3 Análise de Componentes Principais dos Dados Obtidos nos Testes Alelopáticos 
com os Extratos Brutos 
 
Os dados obtidos com os testes alelopáticos também foram analisados por 
PCA, uma ferramenta quimiométrica muito útil na análise de amostras complexas. Por 
meio da PCA é possível verificar a formação de grupos entre as amostras e quais 
variáveis são responsáveis por esses agrupamentos (JESUS et al.,2019). 
A matriz X é formada por 5 colunas e 84 linhas. As duas primeiras PCs juntas 
explicam 88,94% da variância total dos dados (PC1 72,19% e PC2 16,75%) por isso 
foram escolhidas para visualizar as correlações entre as amostras (Figura 18). 
 
Figura 18 - PCA dos Testes Alelopáticos dos Extratos Brutos de Raízes de E. plana, Coletadas 
nas Quatro Estações do Ano, Obtidos com Solventes de Diferentes Polaridades (Éter de 
Petróleo, Acetato de Etila e Metanol) e Testados em 5 Concentrações Diferentes (100ppm, 
200ppm, 300ppm, 400ppm e 500ppm) – Gráfico de Scores e de Loadings. 
 
 
Pela PC1 foi possível observar separação entre as estações do ano, pois as 
amostras correspondentes aos extratos de primavera e outono estão do lado positivo 
da PC1, enquanto que, todas as amostras de inverno e grande parte das amostras de 
verão estão do lado negativo da PC1. A PC2 também mostra que existe diferença 
entre as estações do ano, pois a maioria das amostras de primavera e inverno 
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encontra-se no lado positivo da PC2, enquanto que, amostras de outono e verão 
encontram-se no lado negativo da PC2. 
Os loadings segundo a PC1 mostram que os maiores valores para as 
variáveis PG, IVG, CPA e CR são observados com extratos de primavera e outono. E 
os menores valores dessas variáveis são obtidos com extratos de inverno e verão. 
Essa afirmação está de acordo com o observado pelo MLG (Modelo Linear 
Generalizado), onde o CPA e a PG foram menores com extratos de verão e o CR e o 
IVG foram menores com extratos de inverno, e que, os valores dessas quatro variáveis 
são maiores com extratos de outono e primavera.  
Essa afirmação também é comprovada pela análise dos loadings segundo a 
PC2, pois se observa que os menores valores de PG e CPA são obtidos com extratos 
de verão, enquanto o IVG e o CR são menores com extratos de inverno. 
A PC1 mostra que os extratos de inverno apresentaram os maiores valores 
de TMG e os extratos de outono e primavera resultam nos menores valores dessa 
variável. Novamente os resultados corroboram com os observados no MLG. 
Tanto a análise do MLG quanto a análise da PCA mostram que os extratos de 
raízes coletadas no verão e no inverno apresentam maior potencial alelopático, pois 
são capazes de aumentar o TMG e diminuir a PG, o IVG, o CR e o CPA da espécie 
receptora. 
Esses resultados estão descritos no artigo aceito no Anais da Academia 
Brasileira de Ciências, 2020. 
4.2 ATIVIDADES ANTIMICROBIANAS 
 
Os extratos brutos de E. plana foram submetidos a análise de suas atividades 
antimicrobianas. A Concentração Inibitória Mínima (CIM), a menor concentração do 
agente antimicrobiano que inibe completamente o crescimento do microrganismo, e as 
Concentrações Fungicida e Bactericida Mínimas (CFM e CBM), concentrações 
mínimas responsáveis pela morte de pelo menos 99,9% dos inóculos iniciais, foram 
avaliadas (Tabela 6). 
Neste trabalho, foram avaliadas atividades até 2,0 mg mL-1 sendo 
considerados inativos os extratos com valores de CIM acima disto. Os extratos brutos 
obtidos com metanol apresentaram CIM maior que 2,0 mg mL-1, assim como, não se 
observa inibição das bactérias P. aeruginosa, S. choleraesuis e S. epidermides por 
nenhum extrato, sendo assim, não foram apresentados na tabela 6.  
Os melhores resultados de inibição foram observados para a bactéria Gram-
positiva S. aureus, em que os extratos em éter de petróleo (exceto inverno) e acetato 
51 
de etila primavera, inibiram moderadamente esse microrganismo, enquanto o extrato 
de acetato de etila verão inibiu fortemente. 
Para a bactéria Gram-negativa E. coli, os extratos em acetato de etila (exceto 
inverno) apresentaram inibição moderada, enquanto o extrato em éter de petróleo 
primavera e acetato de etila inverno apresentaram baixa inibição dessa bactéria.  
Para o fungo C. albicans verificou-se que os extratos brutos em éter de 
petróleo em todas as estações do ano inibiram fracamente o microrganismo. Assim 
como, para a bactéria Gram-positiva B. subtilis, os extratos em éter de petróleo 
(exceto inverno) e acetato de etila (todas as estações) inibiram fracamente esse 
microrganismo.  
 
Tabela 6 - Atividades antimicrobianas (CIM - concentração inibitória mínima) dos extratos 
brutos de E. plana – Entre parênteses CBM (Concentração bactericida mínima) 
Extrato C. albicans B. subtilis S. aureus E. coli 
EP Outono 2,0  2,0 (CBM = 2,0) 1,0 * 
EP Primavera 2,0 2,0 (CBM = 2,0) 1,0 (CBM = 2,0) 2,0 
EP Verão 2,0 2,0 (CBM = 2,0) 1,0 * 
EP Inverno. 2,0 * 2,0 * 
AE Outono * 2,0 (CBM = 2,0) 2,0 1,0 
AE Primavera * 2,0 (CBM = 2,0) 1,0 1,0 
AE Verão * 2,0 (CBM = 2,0) 0,5 1,0 
AE Inverno. * 2,0 (CBM = 2,0) 2,0 2,0 
*=CIM >2,0 mg mL-1; EP = éter de petróleo; AE = acetato de etila. Os valores de CFM e CBM 
>2,0 mg mL-1 não foram mostrados. 
 
Todos os extratos brutos, com exceção do extrato em éter de petróleo 
inverno, apresentaram CBM igual a CIM (2,0 mg mL-1) para B. subtilis. Já o extrato em 
éter de petróleo primavera apresentou CBM maior que a CIM (1,0 mg mL-1) para S. 
aureus. 
Em outro estudo, o extrato aquoso de folhas de E. plana apresentou baixa 
atividade antimicrobiana contra S. epidermidis e S. aureus e o extrato da raiz somente 
foi ativo contra S.epidermidis (FAVARETTO et al., 2016).  
Pode-se destacar que S. aureus foi o microrganismo mais sensível frente a 
todos os extratos testados, podendo-se destacar o extrato em acetato de etila verão 





4.3 ANÁLISES DOS EXTRATOS BRUTOS E DA SUBSTÂNCIA 2 POR CLAE 
 
Os extratos brutos das raízes de E. plana coletadas nas quatro estações do 
ano e obtidos com diferentes solventes foram analisados por Cromatografia Líquida de 
Alta Eficiência (CLAE) (Figura 19). 
 
Figura 19 - Cromatogramas dos Extratos Brutos Obtidos das Raízes de E. plana Coletadas nas 
Quatro Estações do Ano e Utilizando Diferentes Solventes: Éter de Petróleo (EP), Acetato de 
Etila (AE) e Metanol (M). 
 
Todos os extratos foram analisados nas mesmas condições cromatográficas 
e com a mesma quantidade de massa, como descrito no ítem 3.7. 
A análise dos cromatogramas dos extratos brutos em éter de petróleo mostra 
pouca diferença no que diz respeito ao perfil químico nas diferentes estações. A única 
diferença verificada é no cromatograma do extrato de outono, onde se observa a 
presença de dois sinais (33,63 min e 39,31 min) que não são encontrados nos demais 
extratos. Contudo, a diferença mais significativa está associada à intensidade dos 
sinais, pois observa-se que nos extratos de verão e de inverno a intensidade dos 
sinais é maior que a observada nos extratos de primavera e outono. 
Os cromatogramas dos extratos em acetato de etila também mostra pouca 
diferença no que diz respeito ao perfil químico dos mesmos, em relação as diferentes 
estações. A única diferença verificada é no cromatograma do extrato de primavera, 
onde se observa a presença de um sinal (15,902 min) que não é encontrado nos 
demais extratos. Contudo, novamente, a diferença mais significativa está relacionada 
à intensidade dos sinais, pois observa-se que nos extratos de primavera e verão a 















intensidade dos sinais é maior que a observada nos extratos de outono e inverno, 
sendo que, o extrato de outono apresenta a menor intensidade de sinais.  
A análise dos cromatogramas dos extratos em metanol mostra muita 
diferença no que diz respeito ao perfil químico. Observa-se que o extrato de primavera 
é o mais rico em termos de variedade de substâncias químicas, seguido dos extratos 
de verão e outono, já para o inverno observa-se o menor número de substâncias.  
Quando se compara o perfil químico dos extratos em função do solvente 
utilizado na extração, observa-se muita semelhança, com exceção do extrato 
metanólico de inverno, que se diferencia dos demais por apresentar poucos picos. 
Novamente, a maior diferença está associada à intensidade dos sinais, nota-se que os 
extratos em éter de petróleo apresentam nitidamente a maior intensidade das 
absorções.  
A substância 2 pode ser isolada em todos os extratos brutos de E. plana 
fracionados neste trabalho e, por isso, foi analisada por CLAE nas mesmas condições 
cromatográficas utilizadas para os extratos brutos (Figura 20).  
 
Figura 20 - Cromatograma da Substância 2  
 
 
Essa substância apresenta tempo de retenção de 37,98 min e está presente 
majoritariamente em todos os extratos em éter de petróleo, nos extratos em acetato de 
etila primavera e inverno e no extrato metanólico de primavera. A elucidação estrutural 
dessa substância será mostrada na sequência deste trabalho. 
Uma melhor interpretação dos dados obtidos por CLAE foi realizada com a 
ajuda da PCA, essa análise foi muito importante na diferenciação entre os solventes 
utilizados na extração e entre as estações de coleta. 




















4.3.1 Análise de Componentes Principais (Principal Component Analysis - PCA) dos 
Extratos Brutos Analisados por CLAE 
 
Os dados de CLAE dos extratos obtidos com diferentes solventes, a partir das 
raízes coletadas nas quatro estações do ano foram comparados pela análise dos 
componentes principais (PCA), a fim de verificar suas semelhanças e/ou diferenças.  
A matriz de dados X é formada por 36000 colunas e 12 linhas. As duas 
primeiras PCs juntas explicam 92,33% da variância total dos dados (PC1 87,23% e 
PC2 5,10%) por isso foram escolhidas para visualizar as correlações entre as 
amostras (Figura 21). 
 
Figura 21 - PCA dos Cromatogramas dos Extratos Brutos de E. plana Obtidos com Diferentes 
Solventes de Raízes Coletadas nas Quatro Estações do Ano. EP = Éter de Petróleo, AE = 
Acetato de Etila e M = Metanol. 
 
Pela análise da PC1 pode-se observar separação entre as amostras obtidas 
com diferentes solventes. As amostras em éter de petróleo encontram-se no 
quadrante positivo da PC1, enquanto as amostras em acetato de etila e metanol 
encontram-se no quadrante negativo dessa PC, sugerindo diversidade em termos de 
metabólitos secundários entre esses extratos.  
A análise da PC2 também mostra que existe diferença entre o solvente 
utilizado na extração, pois, nota-se que as amostras em acetato de etila são diferentes 
das amostras em metanol nessa PC. A PC2 também mostra que existe separação 
entre as estações do ano, quando observamos os extratos em éter de petróleo, pois o 
outono encontra-se no quadrante positivo da PC2, enquanto a primavera, o verão e o 
inverno encontram-se no quadrante negativo dessa PC.  

























Mesmo na PC1 observa-se que as amostras em éter de petróleo encontram-
se distantes umas das outras, o que sugere a diferença na composição química dos 
extratos em função da estação de coleta das raízes. Nos testes alelopáticos observou-
se que os melhores resultados foram obtidos com extratos em éter de petróleo de 
raízes coletadas no verão e no inverno, dependendo da variável estudada. Já para os 
outros solventes não se observa muita diferença no que diz respeito à sazonalidade.  
A análise do gráfico de loading da PCA ajuda a explicar quais variáveis foram 
mais importantes para a separação das amostras no gráfico de scores. Os extratos em 
éter de petróleo (lado positivo da PC1) são caracterizados, principalmente, por bandas 
cromatográficas com tempos de retenção de 30,23; 34,62; 37,98; 36,46 e 57,57 min 
(Figura 22, esquerda). 
Os extratos em de éter de petróleo primavera, verão e inverno e os extratos 
metanólicos, localizadas no lado negativo da PC2 são caracterizados pelo sinal 
cromatográfico com tempo de retenção de 37,98 min. Enquanto os extratos em 
acetato de etila e éter de petróleo outono são caracterizados, principalmente, pelo 
sinal cromatográfico em 36,08 min (Figura 22, direita).  
 
Figura 22 - Gráfico de loadings – PC1 (esquerda) e PC2 (direita) 
 
 
Pode-se sugerir que os resultados observados nos testes alelopáticos tem 
relação com a diferença no perfil químico dos extratos brutos, uma vez que, os 
extratos em éter de petróleo que apresentaram melhor atividade alelopática são 
quimicamente diferentes dos extratos em acetato de etila e metanol. E o extrato 
metanólico que apresentou a menor porcentagem de germinação é diferente dos 
extratos em acetato de etila pela PC2.  
Esses resultados estão descritos no artigo aceito no Anais da Academia 
Brasileira de Ciências, 2020. 




































4.4 ELUCIDAÇÃO ESTRUTURAL DAS SUBSTÂNCIAS ISOLADAS 
 
O fracionamento dos extratos brutos em éter de petróleo (primavera, verão, 
outono) e acetato de etila (verão) das raízes de E. plana, resultou no isolamento e 
identificação de 10 diterpenos inéditos. Esses diterpenos fazem parte de uma nova 
classe denominada neocassano que foi reportada apenas uma vez na literatura 
(FAVARETTO et al., 2019).  
A substância 2 foi isolada em todos os extratos fracionados, enquanto as 
substâncias 9 e 10 foram isoladas apenas nos extratos em éter de petróleo. A 
substância 1 foi isolada somente do extrato em éter de petróleo outono e as 
substâncias 3, 4, 5 e 8 foram isoladas apenas do extrato em éter de petróleo verão. Já 
as substâncias 6 e 7 foram isoladas dos extratos em éter de petróleo (dependendo da 
estação) e acetato de etila verão. 
A discussão sobre a determinação estrutural das substâncias isolados foi 
dividida, de acordo com a semelhança no esqueleto diterpênico, em duas partes. A 
primeira parte traz a discussão das substâncias 1-6, enquanto a segunda parte mostra 
a discussão das substâncias 7-10.  
 
4.4.1 Determinação Estrutural Das Substâncias 1-6 
 
As substâncias 1-6 (Figura 23) apresentam uma ligação dupla terminal e 
quatro grupos metílicos, sendo um grupo metílico ligado a um carbono sp2, essas 
semelhanças são facilmente confirmadas pelo espectro de RMN de 1H. 
 













































A substância 1 foi isolada como um sólido branco e identificada pela análise 
dos espectros de RMN 1D e 2D (Tabela 7). 
O espectro de RMN de 1H (APÊNDICE 10, pag. 110) mostrou sinais 
referentes a quatro grupos metílicos em δ 2,01 (H-17, 3H), 0,86 (H-18, 3H), 0,85 (H-
19, 3H) e 0,92 (H-20, 3H). Além de sinais atribuídos a átomos de hidrogênio ligados a 
carbono sp2 em δ 6,40 (H-15, 1H) e δ 5,37 e 5,44 (H-16, 2H), cujas constantes de 
acoplamento (Tabela 7) são características de ligação dupla terminal. Esses átomos 
de hidrogênio, pelo mapa de correlação direta 1H-13C (HSQC) (APÊNDICE 12, pag. 
111), estão ligados aos átomos de carbono em δ 22,30 (C17), δ 33,53 (C18), δ 21,93 
(C19), δ 14,38 (C20), δ 130,40 (C15) e δ 119,57 (C16), respectivamente.  
A conformação do cicloexano permite que os átomos de hidrogênio assumam 
posições axial e equatorial, resultando em diferenças nos deslocamentos químicos de 
dois átomos de hidrogênio ligados no mesmo átomo de carbono. Com isso, cada 
hidrogênio pode acoplar geminal (2J) e vicinal (3J), e como os valores de 
deslocamentos químicos são muito próximos os sinais acabam se sobrepondo e 
muitas vezes não é possível definir a multiplicidade, bem como o valor das constantes 
de acoplamento. 
Para a substância 1 as constantes de acoplamento, observadas no espectro 
de RMN de 1H, forneceram a configuração relativa em três estereocentros da 
molécula. Para H-5 (δH 0,83) e H-8 (δH 2,16), por exemplo, observou-se constantes 
referentes a acoplamentos ax-ax (12,0 e 12,0 Hz, respectivamente) e ax-eq (2,5 e 4,5 
Hz, respectivamente), sugerindo que tanto H-5 quanto H-8 estão em posição axial. As 
constantes de acoplamento de H-11ax (δH 2,24; 11,1 Hz) e H-11eq (δH 2,26; 5,2 Hz) 
permitiram definir a posição axial para H-9 (Tabela 7). Constantes com valores entre 8 
Hz e 14 Hz são características de acoplamentos axial-axial com ângulo diedro de 
180º, se H-5, H-8 e H-9 estivessem em posição equatorial não seria observado 











Tabela 7 - Dados de RMN de 1H, 13C e HMBC obtidos para a Substância 1 em CDCl3 
aSinal sobreposto 
 
O espectro de RMN de 13C (APÊNDICE 11, pag. 110) mostrou 20 sinais de 
átomos de carbono, incluindo quatro metílicos, sete metilênicos (um sp2 em δc119,5), 
quatro metínicos (um sp2 em δc 130,4) e cinco átomos de carbono quaternários (uma 
carbonila em δc 200,8 e dois sp2 em δc 154,3 e δc 130,4) o que permitiu a proposta de 
uma estrutura com esqueleto diterpênico.  
O mapa de correlação a longa distância 1H-13C (HMBC) (APÊNDICE 13, pag. 
111) mostra correlação de H-15 com C-12 e C-14 sugerindo que a carbonila está 
vicinal ao grupo vinila. Observa-se também correlações de H-17 com C-11 e C-13 o 
que indica um esqueleto do tipo neocassano. Contudo, o esqueleto neocassano é 
muito semelhante ao esqueleto cassano, a diferença está na localização do grupo 
metílico (C-17) que se encontra na posição C-12 nos neocassanos e na posição C-14 
nos cassanos (Figura 9, pag. 16), e isso pode ser difícil de identificar. 
O experimento de correlação 1H-1H (APÊNDICE 14, pag. 112) ajudou a 
confirmar os deslocamentos químicos propostos para os átomos de hidrogênio nas 
posições H-7 e H-11, e depois disso observou-se que os hidrogênios em C-11 
correlacionam a longa distância (HMBC) com o carbono metílico C-17 e que os 
 δ 1H (J em Hz) δ 13C HMBC (1H-13C) 
1 0,96, 1H, dd (13,0; 3,7)/1,69a 38,78 3, 5, 9 e 20 
2 1,47a/1,57a 18,75  
3 1,15, 1H, dt (13,4; 3,9)/1,41 br dd (13,2;1,6) 41,97 5, 18 e 19 
4  33,14  
5 0,83a, dd (12,0; 2,5) 54,30 3, 7, 9, 18, 19 e 
20 
6 1,30, 1H, dt, (13,1; 3,6)/1,69a 20,93  
7 1,22, 1H, ddd (13,2; 4,0; 1,8)/2,30, 1H, m 27,44 5, 9 e 14 
8 2,16a, dt (12,0; 4,5) 44,98 7, 9, 10, 11 e 14 
9 1,48a 50,87 1, 5, 7 e 20 
10  36,78  
11 2,24, 1H, d (11,1)/2,26, 1H, d (5,2) 32,56 8, 10, 13 e 17 
12  155,48  
13  132,12  
14  200,87  
15 6,40, 1H, dd (17,8; 11,5) 130,40 12 e 14 
16 5,44, 1H, dd (17,8; 2,1)/5,37, 1H, dd (11,6; 2,1) 119,57 13 
17 2,01, 3H, s 22,30 11 e 13 
18 0,86, 3H, s 33,53 3, 5 e 19 
19 0,85, 3H, s 21,93 3, 5 e 18 
20 0,92, 3H, s 14,38 1, 5 e 9 
59 
hidrogênios em C-7 correlacionam a três ligações com a carbonila, o que contribuiu na 
dedução do tipo de esqueleto químico. Esse experimento mostrou também a presença 
de três sistemas de spin: H-1/H-2/H-3, H-5/H-6/H-7/H-8, H-9/H-11 e H-15/H-16 (Figura 
24).  
 
Figura 24 – Principais Correlações Observadas pelos Experimentos de HMBC (setas) e COSY 
(linhas grossas) para a Substância 1 
 
 
Com o experimento NOE não foi possível definir a configuraçao relativa em 
nenhum estereocentro da molécula devido a proximidade dos deslocamentos químicos 
de 1H. Dessa forma, a configuração relativa dos estereocentros bem como, a estrutura 
química da substância, foram confirmadas pela análise dos dados de DRX obtidos 
para um monocrital (Figura 25).  


















Observa-se que H-5 e H-20, assim como, H-8 e H-9 estão na posição axial, 
ou seja, as duas junções do anel possuem configuração trans, o mesmo se observa 
para H-9 e H-20 que se encontram trans um em relação ao outro (setas verdes). 
A configuração absoluta foi determinada por comparação com a estrutura 2, 
descrita a seguir, baseando-se na biossíntese dos terpenos. Portanto a substância 1 
está denominada como sendo, a (5S,8R,9S,10R)-neocassa-12(13),15-dien-14-ona e é 
inédita na literatura. 
As substâncias 2 e 3 foram identificadas pela análise dos espectros de RMN 
1D e 2D. Os sinais de RMN de 1H e 13C das substâncias 2 (Tabela 8) e 3 (Tabela 9) 
são muito semelhantes aos da substância 1. As pequenas diferenças observadas nos 
deslocamentos químicos de 1H e 13C, se devem a presença de uma segunda carbonila 
em C-3 na substância 2 e em C-2 na substância 3, que foram identificadas no espectro 
de 13C em δ 216,24 e 210,73, respectivamente. 
Para a substância 2 foi possível definir algumas constantes de acoplamento, 
e com isso definir a configuração relativa de três estereocentros. Para H-5, por 
exemplo, foram observadas duas constantes de acoplamento, uma ax-ax de 12,0 Hz e 
a outra ax-eq de 2,6 Hz, com isso foi possível inferir que H-5 está em posição axial, 
acoplando com H-6ax e H-6eq. Para H-8, observou-se constantes referentes a 
acoplamentos ax-ax de 11,6 Hz e 13,2 Hz e ax-eq de 4,5 Hz, sugerindo que H-8 está 



















Tabela 8 - Dados de RMN de 1H, 13C e HMBC obtidos para a Substância 2 em CDCl3 e 
comparação com a literatura 




1 1,48a/2,02a 37,21 154,2 3 
2 2,37a/2,65, 1H, ddd (15,4; 13,2; 6,4) 34,35 126,9 3 
3  216,24 204,7  
4  47,66 44,6  
5 1,32, 1H, dd (12,0; 2,6) 54,33 51,6 18, 19 e 20 
6 1,49a/1,68a 21,76 21,0  
7 1,25, 1H, br ddd (13,4; 4,4; 1,8)/2,39a 27,12 26,9 14 
8 2,21, 1H, ddd (13,2; 11,6; 4,5) 44,78 45,2 14 
9 1,54a 49,96 46,2 14 
10  36,38 38,9  
11 2,31, 2H, br d (7,9) 32,61 32,8 8, 10, 12, 13 
e 17 
12  154,95 154,2  
13  132,31 132,6  
14  199,83 199,5  
15 6,40, 1H, dd (17,8; 11,7) 130,12 130,1 12 e 14 
16 5,46, 1H, dd (17,9; 2,1)/5,39, 1H, dd 
(11,6; 2,1) 
119,92 120,3 13 
17 2,04, 3H, s 22,30 22,5 11 e 13 
18 1,09, 3H, s 25,90 22,1 3, 5 e 19 
19 1,07, 3H, s 21,99 27,1 3, 5 e 18 
20 1,11, 3H, s 13,99 16,2 1, 5 e 9 
aSinal sobreposto 
 
O experimento a longa distância 1H-13C (HMBC) (APÊNDICE 21, pag 115) da 
substância 2 mostra que dois grupos metílicos (H-18 e H-19) se correlacionam com a 
carbonila em δ 216,24 e o mapa de correlação 1H-1H (COSY) (APÊNDICE 22, pag 
116) mostra que H-2 só apresenta correlação com H-1, indicando a presença de uma 
carbonila em C-3, ou seja, próxima dos grupos metílicos (Figura 24). Com o 
experimento NOE (APÊNDICE 23 e 24, pag. 116 e 117) pode-se definir que as duas 
junções de anel nesta molécula possuem configuração trans (Figura 26), pois quando 
se irradia H-8 observa-se aumento da intensidade do sinal de H-20, da mesma forma, 
quando se irradia H-5 nota-se aumento da intensidade do sinal de H-9. 
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Figura 26 - Principais Correlações Observadas pelos Experimentos de HMBC (setas), COSY 
(linhas grossas) (esquerda) e NOE (direita) para a Substância 2 
 
 
Uma substância muito semelhante foi isolada das raízes de E. plana 
(Favaretto et al, 2019), sendo que a presença de uma insaturação em C-1 é o que 
diferencia a estrutura proposta por esses autores (Figura 27) da estrutura proposta 
neste trabalho.  
Figura 27 - Diterpeno neocassano já isolado das raízes de E. plana com insaturação em C-1 
 
 
Nishiya e colaboradores (1991) também isolaram um diterpeno das raízes de 
uma espécie do gênero Eragrostis (Eragrostis ferruginea) e o que chamou atenção 
foram os deslocamentos químicos dos átomos de carbono serem iguais aos 
observados neste trabalho, contudo foi identificado como um diterpeno tipo cassano 
(Figura 28). A sobreposição total dos sinais e a ausência de análises de raio X e 
bidimensionais nos leva a pensar que a estrutura proposta por Nishiya e 

















Figura 28 - Estruturas e Deslocamentos Químicos de 13C de Diterpenos cassano (esquerda, já 




Observa-se que considerando somente os dados de RMN de 1H e 13C fica 
difícil diferenciar um esqueleto cassano de um esqueleto neocassano. Sendo assim, 
uma análise mais detalhada dos experimentos de RMN 2D é muito importante, como 
foi descrito para a substância 1. A realização de uma análise de DRX também é muito 
importante e deve ser feita sempre que for possível obter um monocristal.  
A análise de DRX da substância 2, confirmou novamente um esqueleto do 
tipo neocassano e mostrou que as junções de anel dessa estrutura apresentam 
configuração trans (Figura 29). Esse resultado facilitou a definição da configuração 
absoluta dessa substância por Dicroismo Circular Vibracional (VCD), técnica que vem 
sendo muito utilizada na definição da configuração absoluta de produtos naturais 
(REINA et al., 2010; GÓMEZ-HURTADO et al., 2011, BURGUEÑO-TAPIA et al.,2016; 
ZHU et al., 2018). 



















































A atribuição da configuração absoluta de uma molécula usando VCD envolve 
a comparação dos espectros experimentais com os espectros calculados de IR e VCD 
da molécula estudada, considerando o par de enantiômeros (BATISTA JR.; BOLZANI, 
2014).  
A excelente correlação entre os espectros de IR/VCD observados e 
simulados (Figura 30) forneceu evidências conclusivas e diretas para a definição da 
configuração absoluta da substância (+)-2, como (5R,8R,9S,10R) e está denominada 
como sendo, a (5R,8R,9S,10R)-neocassa-12(13),15-dieno-3,14-diona, inédita na 
literatura. 
 
Figura 30 - Espectros de VCD e IR Experimentais e Calculados da Substância 2 
 
 
Para a substância 3 também foi possível definir a configuração relativa de três 
estereocentros através das constantes de acoplamento. Para H-5, por exemplo, foram 
observadas duas constantes de acoplamento, uma ax-ax de 12,2 Hz e a outra ax-eq 
de 2,0 Hz, com isso foi possível inferir que H-5 está em posição axial, acoplando com 
H-6ax e H-6eq. Para H-9, observou-se constantes referentes a acoplamentos ax-ax de 
11,8 Hz e 13,1 Hz e ax-eq de 4,6 Hz, sugerindo que H-9 está na posição axial, 




Tabela 9 - Dados de RMN de 1H, 13C e HMBC obtidos para a Substância 3 em CDCl3  
Nº δ 1H (J em Hz) δ 13C HMBC (1H-13C) 
1 2,14a/2,36, 1H, dd (12,3; 2,3) 53,54 2, 3, 5 e 20 
2  210,73  
3 2,17a/2,33, 1H, br d (13,2) 56,34 1, 2, 5, 18 e 19 
4  39,24  
5 1,44, br dd (12,2; 2,0) 53,79 1, 9, 18, 19 e 20 
6 1,40, 1H, dt (12,4; 3,6)/1,84, br m 21,22 8 e 10 
7 1,30a/2,41 br m 27,15 9 e 14 
8 2,17a 44,83 11 e 13 
9 1,75, ddd (13,1; 11,8; 4,6) 50,57 1, 5, 7, 12, 14 e 20 
10  42,4  
11 2,17a/2,28, 1H, br d (11,9) 32,34 8, 13 e17 
12  154,82  
13  132,34  
14  199,63  
15 6,40, 1H, dd (17,8; 11,6) 130,09 12 e 14 
16 5,40, 1H, dd (11,6; 2,1)/5,45, 1H, dd (17,8; 
2,1) 
120,00 13 
17 2,03, 3H, s 23,26 11 e 13 
18 1,07, 3H, s 33,35 3, 5 e 19 
19 0,90, 3H, s 22,34 3, 5 e 18 
20 0,94, 3H, s 14,91 1, 5 e 9 
aSinal sobreposto 
 
O experimento a longa distância 1H-13C (HMBC) (APÊNDICE 28, pag. 119) da 
substância 3 mostra que somente H-1 e H-3 correlacionam com a carbonila em δ 
210,73 (C-2) e pelo mapa de correlação 1H-1H (COSY) (APÊNDICE 29, pag 120) 
pode-se confirmar a posição da carbonila entre C-1 e C-3, pois tanto H-1 quanto H-3 
não correlacionam com outros átomos de hidrogênio (Figura 31).  
Figura 31 - Principais Correlações Observadas pelos Experimentos de HMBC (setas) e COSY 


















Baseado em considerações biossintéticas, pode-se considerar que para 1 e 3 
a configuração absoluta em C-5, C-8, C-9 e C-10, seja igual a da substância 2, exceto 
pela alteração do estereodescritor em C-5, devido a diferença de prioridade dos 
ligantes. Sendo portanto a substância 1 denominada como, a (5S,8R,9S,10R)-
neocassa-12(13),15-dien-14-ona, e a substância 3 como a (5S,8R,9S,10R)-neocassa-
12(13),15-dieno-2,14-diona, ambas inéditas na literatura. 
A substância 4 foi identificada pela análise dos espectros de RMN 1D e 2D 
(Tabela 10). O espectro de RMN de 1H (APÊNDICE 30, pag. 121 ) mostrou sinais 
referentes a quatro grupos metílicos em δ 2,03 (H-17, 3H), 1,08 (H-18, 3H), 0,91 (H-
19, 3H) e 1,18 (H-20, 3H). Além de sinais atribuídos a átomos de hidrogênio ligados a 
carbono sp2 em δ 6,40 (H-15, 1H) e δ 5,38 e 5,45 (H-16, 2H), cujas constantes de 
acoplamento (Tabela 10) são características de ligação dupla terminal. Esses átomos 
de hidrogênio, pelo mapa de correlação direta 1H-13C (HSQC) (APÊNDICE 32, pag. 
122), estão ligados aos átomos de carbono em δ 22,32 (C17), 24,41 (C18), 33,74 
(C19), 16,73 (C20), 130,33 (C15) e 119,67 (C16), respectivamente 
 
Tabela 10 - Dados de RMN de 1H, 13C e HMBC obtidos para a Substância 4 em CDCl3 
Nº δ 1H (J em Hz) δ 13C HMBC (1H-13C) 
1 1,38a/1,85, 1H, ddd (13,9; 5,2; 4,0) 44,79 2, 3, 5 e 20 
2 4,19, 1H, q (4,2) 67,74 4 e 10 
3 1,45a/1,68, ddd (14.3, 4.8, 1.6) 46,97 1, 2, 5, 18 e 19 
4  32,61  
5 0,92a, dd (11; 2,4) 52,90 20 
6 1,40a/1,72a 20,94 4, 8 e 10 
7 1,22, 1H, ddd (13,3; 4,5; 1,7)/2,33a 27,31 9 e 14 
8 2,19, 1H, ddd (13,1; 11,8; 4,6) 44,73 10 e 11 
9 1,47a 51,53 20 
10  36,37  
11 2,29a 32,71 8, 10 e17 
12  155,48  
13  132,10  
14  200,70  
15 6,40, 1H, dd (17,8; 11,6) 130,33 12 e 14 
16 5,38, 1H, dd (11,6; 2,0)/5,45, 1H, dd (17,8; 2,0) 119,67 13 
17 2,03, 3H, s 22,32 11 e 13 
18 0,91a, s  33,74 3, 5 e 19 
19 1,08, 3H, s 24,41 3, 5 e 18 




Por meio das constantes de acoplamento foi possível definir a configuração 
relativa de quatro estereocentros. Para H-2 observou-se constante de acoplamento 
inferior a 8 Hz, o que indica que esse átomo de hidrogênio está em posição equatorial 
considerando a conformação cadeira. Para H-5 observa-se constantes de 
acoplamento ax-ax e ax-eq, com isso, pode-se inferir que H-5 está em posição axial 
acoplando com H6ax e H6eq. Também foi possível verificar a posição axial de H-8 e 
H-9 por meio das constantes de acoplamento de H-8 (13,1, 11,8 e 4,6 Hz), que 
sugerem 2 acoplamentos ax-ax (H-7ax e H-9) e 1 acoplamento ax-eq (H-7eq). 
O espectro de RMN de 13C (APÊNDICE 31, pag. 121) mostrou 20 sinais de 
átomos de carbono, incluindo quatro metílicos, seis metilênicos (um sp2 em δc 119,67), 
cinco metínicos (um sp2 em δc 129 e um carbinólico em δc 67,74) e cinco carbonos 
quaternários (uma carbonila em δc 200,70 e dois sp2 em δc 155,48 e δc 130,33) o que 
permitiu a proposta de uma estrutura com esqueleto diterpênico.  
O experimento a longa distância 1H-13C (HMBC) (APÊNDICE 33, pag. 122) da 
substância 4 mostra que o hidrogênio ligado ao carbono carbinólico (δH 4,19) 
apresenta correlação com dois carbonos quaternários C-4 e C-10 e pelo experimento 
de correlação 1H-1H (COSY) (APÊNDICE 34, pag. 123) observa-se que H-3, assim 
como, H-1 correlacionam com esse átomo de hidrogênio (δH 4,19), o que sugere a 
posição da hidroxila entre C-1 e C-3 no primeiro anel (Figura 32).  
Figura 32 - Principais Correlações Observadas pelos Experimentos de HMBC (setas) e COSY 
(linhas grossas) para a Substância 4 
 
 
Baseado em considerações biossintéticas, pode-se considerar a configuração 
absoluta em C-5, C-8, C-9 e C-10 a mesma da substância 2. A configuração absoluta 
do C-2 foi proposta de forma indireta, pois, a junção trans do anel (C-5 e C-10) fixa a 
conformação tornando impossível o equilíbrio conformacional entre as conformações 
















SUNDBERG; 2007). Considerando, portanto, que H-2 está em posição equatorial 
devido a constante de acoplamento de 4,2 Hz, pode-se sugerir a configuração como 
sendo 2R. Portanto a substância 4 está denominada como sendo, a 
(2R,5S,8R,9S,10R)-2-hidroxineocassa-12(13),15-dien-14-ona, inédita na literatura. 
Os sinais de 1H e 13C da substância 5 (Tabela 11) são muito semelhantes aos 
da substância 4. As pequenas diferenças observadas nos deslocamentos químicos se 
devem a mudança na posição da hidroxila, que passa a ser em C-3 na substância 5, e 
foi identificada no espectro de RMN de 13C em δ 78,85. 
Para a substância 5 foi possível definir, por meio das constantes de 
acoplamento, que H-3, H-5, H-8 e H-9 estão todos em posição axial. Como já 
mencionado anteriormente, se esses átomos de hidrogênio estivessem em posição 
equatorial não seria observado nenhuma constante maior que 8 Hz. 
 
Tabela 11 - Dados de RMN de 1H, 13C e HMBC obtidos para a Substância 5 em CDCl3 
Nº δ 1H (J em Hz) δ 13C HMBC (1H-13C) 
1 1,1, 1H, dt (13,3; 3,5)/1,74a 36,83 3, 9, 20 
2 1,60a/1,68, 1H, q (3,8) 27,32  
3 3,23, 1H, dd (11,7; 4,3) 78,85 18 e 19 
4  38,83  
5 0,83a, dd (12,6; 2,2) 53,56 20 
6 1,36, dq (13,1; 3,8)/1,72a 20,64 10 
7 1,21, 1H, ddd (13,3; 4,5; 1,9)/2,34, 1H, br m 27,44 9 e 14 
8 2,15, 1H, ddd (13,3; 11,6; 4,6) 44,75 11 
9 1,45, 1H, ddd (13,2; 9,7, 6,5) 50,71 1, 7, 14 e 20 
10  36,00  
11 2,25, 1H, d (10,3)/2,26, 1H, d (6,2) 32,52 8, 13 e17 
12  155,26  
13  132,30  
14  200,60  
15 6,40, 1H, dd (17,8; 11,6) 130,30 12 e 14 
16 5,38, 1H, dd (11,6; 2,1)/5,44, 1H, dd (17,8; 2,1) 119,74 13 
17 2,01, 3H, s 22,32 11 e 13 
18 0,99, 3H, s 28,24 3, 5 e 19 
19 0,82a, s 15,67 3, 5 e 18 
20 0,92, 3H, s 14,38 1, 5 e 9 
aSinal sobreposto 
 
O experimento a longa distância 1H-13C (HMBC) (APÊNDICE 38, pag. 125) da 
substância 5 mostra que o hidrogênio (δH 3,23) ligado ao carbono carbinólico 
correlaciona com dois grupos metílicos (H-18 e H-19), assim como, observa-se pelo 
mapa de correlação 1H-1H (COSY) (APÊNDICE 39, pag. 126) que esse átomo de 
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hidrogênio correlaciona apenas com H-2, confirmando que, agora, a hidroxila está 
próxima dos grupos metílicos no primeiro anel (Figura 33).  
Figura 33 - Principais Correlações Observadas pelos Experimentos de HMBC (setas) e COSY 
(linhas grossas) para a Substância 5 
 
 
No trabalho de Chiplunkar e Nagasampagi (1992) são apresentados dois 
isopimaranos isolados de Pulicaria wightiana que possuem hidroxilas nas posições C-
2 ou C-3 (Figura 34). Observa-se que os deslocamentos químicos dos átomos de 
carbono são muito semelhantes aos deste trabalho, considerando o anel A, uma vez 
que, a outra parte da estrutura corresponde a outra classe de diterpeno. Observa-se 
também que a hidroxila em C-2 está em orientação α e a hidroxila em C-3 está em 
orientação β. 
 
Figura 34 – Estruturas e Deslocamentos Químicos de 13C de Isopimaranos com Hidroxilas nas 
Posições C-2 ou C-3 Isolados de Pulicaria wightiana 
 
 
Os neocassanos 4 e 5, mostrados nesse trabalho, apresentam a hidroxila em 














































constantes de acoplamento observadas para cada uma das substâncias e portanto, 
ambas têm orientação beta. 
Baseado em considerações biossintéticas, considerou-se a configuração 
absoluta em C-5, C-8, C-9 e C-10 a mesma da substância 2. A configuração absoluta 
do C-3 foi proposta de forma indireta, pois, a junção trans do anel (C-5 e C-10) fixa a 
conformação, tornando impossível o equilíbrio conformacional entre as conformações 
cadeira-cadeira, de forma similar como ocorre na trans-decalina (CAREY; 
SUNDBERG; 2007). Considerando que H-3 está em posição axial devido a constante 
de acoplamento maior que 8 Hz, pode-se sugerir a configuração como sendo 3S. 
Portanto a substância 5 está denominada como sendo, a (3S,5R,8R,9S,10R)-3-
hidroxineocassa-12(13),15-dien-14-ona, inédita na literatura 
E, por fim, para a substância 6 os sinais de 1H e 13C (Tabela 12) também são 
muito semelhantes aos da substância 1. As pequenas diferenças observadas nos 
deslocamentos químicos de 1H e 13C se devem a presença de uma carbonila em C-2 e 
de uma hidroxila em C-3, que foram identificadas no espectro de 13C em δ 210,19 e 
em 82,69, respectivamente. 
 
Tabela 12 - Dados de RMN de 1H, 13C e HMBC obtidos para a Substância 6 em CDCl3 
Nº δ 1H (J em Hz) δ 13C HMBC (1H-13C) 
1 2,23, 1H, d (12,2)/2,53, 1H, d (12,2) 50,93 2, 3, 5, 9 e 20 
2  210,19  
3 3,93, 1H, br s 82,69 2, 18 e 19 
4  45,52  
5 1,52, 1H, dd (12,1; 2,1) 52,84 1, 3, 9,18, 19 e 
20 
6 1,45, 1H, dq (12,9; 3,8)/1,86, 1H, br m 20,74 8 e 10 
7 1,31a/2,42, 1H, br qd (13,9; 3,9) 27,11 9 
8 2,16 a 44,72 13 
9 1,79, 1H, ddd (13,0; 11,9; 4,5) 50,73 20 
10  43,12  
11 2,19a/2,29, 1H, d (11,6) 32,31 8, 10 e 13 
12  154,43  
13  132,47  
14  199,28  
15 6,39, 1H, dd (17,8; 11,6) 130,02 12 e 14 
16 5,41, 1H, dd (11,6; 2,0)/5,45, 1H, dd (17,8; 2,0) 120,12 13 
17 2,03, 3H, s 22,33 11 e 13 
18 1,19, 3H, s 29,17 3, 5 e 19 
19 0,72, 3H, s 16,60 3, 5 e 18 
20 0,91, 3H, s 14,85 1, 5 e 9 
aSinal sobreposto 
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O experimento a longa distância 1H-13C (HMBC) (APÊNDICE 43, pag. 128) da 
substância 6 mostra que o hidrogênio (δH 3,93) ligado ao carbono carbinólico 
correlaciona com as metilas C-18 e C-19, também observa-se que apenas H-1 e H-3 
correlacionam com a carbonila (δC 210,19). O mapa de correlação 1H-1H (COSY) 
(APÊNDICE 44, pag. 129) confirma a posição da carbonila entre C-1 e C-3, pois tanto 
H-1 quanto H-3 não correlacionam com outros átomos de hidrogênio (Figura 35). 
Figura 35 - Principais Correlações Observadas pelos Experimentos de HMBC (setas) e COSY 
(linhas grossas) para a Substância 6 
 
 
Uma substância com estrutura semelhante a proposta neste trabalho foi 
isolada das folhas de Oryza sativa L. por Koga e colaboradores (1995), o fitocassano 
D, que também apresenta uma carbonila na posição C-2 e uma hidroxila na posição C-
3 (Figura 36), contudo é um diterpeno do tipo cassano. Os autores ainda sugerem que 
a presença de grupos hidroxila nas posições C-1, C-2 e C-3 são determinantes na 
atividade antifúngica dos fitocassanos, isso porque, o fitocassano com grupos hidroxila 
nessas três posições foi o que apresentou maior atividade.  
Figura 36 – Estrutura e Deslocamentos Químicos de 13C do Fitocassano D isolado de Oryza 












































Baseado em considerações biossintéticas, considerou-se a configuração 
absoluta em C-5, C-8, C-9 e C-10 a mesma da substância 2, e o estereocentro em C-
3, ainda indefenido. Portanto a substância 6 está denominada como sendo, a 
(5R,8R,9S,10R)-3-hidroxineocassa-12(13),15-dieno-2,14-diona, inédita na literatura. 
 
4.4.2 Determinação Estrutural Das Substâncias 7-10 
 
As substâncias 7-10 (Figura 37) são discutidas nessa seção pois todas 
apresentam duas ligações duplas terminais, sendo uma exocíclica e três grupos 
metílicos que são facilmente confirmados pelo espectro de RMN de 1H. 
 
Figura 37 - Substâncias 7-10 Isoladas dos Extratos Brutos de E. plana 
 
 
A substância 7 tem aspecto oleoso e foi identificada pela análise dos 
espectros de RMN 1D e 2D (Tabela 13). O espectro de RMN de 1H (APÊNDICE 48, 
pag 131) mostrou sinais de átomos de hidrogênio referentes a três grupos metílicos 
em δ 1,06 (H-18, 3H), 1,05 (H-19, 3H) e 1,01 (H-20, 3H). Foram também observados 
sinais característicos de dois conjuntos de átomos de hidrogênio ligados a carbono 
sp2, um em 5,04 e 5,02 (H-16, 2H), cujas constantes de acoplamento (Tabela 13) são 
características de ligação dupla terminal e outro em δ 4,72 e 4,71 (H-17, 2H), 
correspondentes a uma ligação dupla exocíclica, além de um hidrogênio metínico em 
δ5,90 (H-15, 1H). De acordo com o mapa de correlação direta 1H-13C (HSQC) 
(APÊNDICE 50, pag. 132) esses átomos de hidrogênio estão ligados aos átomos de 
carbono em δ 25,93 (C-18), 21,90 (C-19), 13,75 (C-20), 114,56 (C-16), 109,13 (C-17) e 






































Para essa substância foi possível definir as constantes de acoplamento de H-
9 (12,0 e 3,8 Hz), e por meio delas inferir que tanto H-9 quanto H-8 estão em posição 
axial, ou seja, pode-se considerar que a junção do anel nas posições 8 e 9 é trans. 
Essa configuração relativa foi confirmada pelo experimento NOE (APÊNDICE 53, pag. 
133), pois quando se irradia H-9 observa-se aumento da intensidade do sinal 
correspondente a H-5 e ausência de efeito com H-8, sugerindo que H-5 também está 
na posição axial (Figura 38). 
 
Tabela 13 - Dados de RMN de 1H, 13C e HMBC obtidos para a Substância 7 em CDCl3 
 δ 1H (J em Hz) δ 13C HMBC (1H-13C) 
1 1,44a/2,00a 37,52 3 e 9 
2 2,34, 1H, ddd (15,3; 5,4; 3,4)/2,61, 1H, ddd (15,3; 
12,9; 6,4) 
34,49 1 e 10 
3  217,08  
4  47,70  
5 1,32a 55,08 7 e 18 
6 1,32a/1,53a 22,47 10 
7 0,96a, dt (12,4; 5,0)/1,77a 34,69  
8 1,58a 30,99  
9 0,82, 1H, dt (12,0; 3,8) 56,37 5 e 20 
10  36,60  
11 2,00a/2,10, 1H, dd (12,9; 3,8) 30,37 13 
12  150,33  
13 3,04 br s 46,45 8, 16 e 17 
14 1,28a/1,77a 40,43 9 e 15 
15 5,90, 1H, ddd (16,6; 10,7; 5,3) 141,20 12 e 14 
16 5,04, 1H, br dt (9,0; 1,6)/5,02, 1H, br dt (17,7; 
1,6) 
114,56 13 
17 4,72, 1H, br d (1,9)/4,71, 1H, br s 109,13 11 e 13 
18 1,06, 3H, s 25,93 3 
19 1,05, 3H, s 21,90 3 
20 1,01, 3H, s 13,75 1 e 5 
aSinal sobreposto 
 
O espectro de RMN de 13C (APÊNDICE 49, pag. 131) mostrou 20 sinais de 
átomos de carbono incluindo três metílicos, oito metilênicos (dois sp2 em δc 109,13 e 
114,56), cinco metínicos (um sp2 em δc 141,20) e quatro carbonos quaternários (uma 
carbonila em δc 217,0 e um sp2 em δc 150,3) o que permitiu a proposta de uma 
estrutura com esqueleto diterpênico.  
O experimento a longa distância 1H-13C (HMBC) (APÊNDICE 51, pag. 132) 
mostra correlação dos átomos de hidrogênio metilênicos H-17 com C-11/C-13 
indicando que a ligação dupla exocíclica está entre esses dois átomos de carbono. 
Observa-se também que H-13 correlaciona com C-8/C-16/C-17, H-15 com C-12/C-14, 
74 
confirmando que as duas ligações duplas (C-12 e C-15) estão próximas. Outra 
observação importante é a correlação de dois grupos metílicos (H-18 e H-19) com o 
carbono em 217,0 ppm, sugerindo a posição da carbonila em C-3 (Figura 36).  
A posição da carbonila em C-3 foi confirmada pelo experimento de correlação 
1H-1H (COSY) (APÊNDICE 52, pag. 133) onde verificou-se que H-2 correlaciona 
apenas com H-1, indicando a presença de um carbono quaternário em C-3 (Figura 
38).  
Figura 38 - Principais Correlações Observadas pelos Experimentos de HMBC (setas), COSY 
(linhas grossas) (esquerda) e NOE (direita) para a Substância 7 
 
 
A configuração absoluta da substância 7 foi determinada por dicroismo 
circular vibracional (VCD). Os cálculos espectrais de VCD foram realizados para 
ambos os epímeros possíveis em C-13, ou seja, 7-(5R,8S,9S,10R,13R) e 7-
(5R,8S,9S,10R,13S). O VCD já se demonstrou uma ferramenta poderosa para 
distinguir compostos epiméricos quando o RMN leva a conclusões ambíguas 
(ORTEGA et al., 2019; GIMENES et al., 2019). Como esperado, os espectros de IR e 
VCD calculados para os epímeros de 7 no carbono C-13 foram muito semelhantes 
(Figura 39). Uma banda de 1255 cm-1, no entanto, que surge dos modos de 
deformação sp3-CH e CH2 envolvendo a maior parte da estrutura molecular, foi 
assinada de maneira oposta nos epímeros calculados. Apenas os espectros de VCD 
simulados para o epímero (13R) corresponderam ao espectro experimental. Portanto, 
para substância (+)-7 foi atribuída a configuração absoluta 5R,8S,9S,10R,13R, sendo 
denominada como sendo, a (5R,8S,9S,10R,13R)-neocassa-12(17),15-dien-3-ona, 
inédita na literatura. 
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Figura 39 - Espectros de VCD e IR Experimentais e Calculados da Substância 7 
 
 
A substância 8 foi identificada pela análise dos espectros de RMN 1D e 2D 
(Tabela 14). Os sinais de 1H e 13C observados para essa substância são muito 
semelhantes aos da substância 7. As pequenas diferenças observadas nos 
deslocamentos químicos se devem a presença de uma hidroxila em C-14 (δH  3,67; δc 
75,50). 
As constantes de acoplamento permitiram definir a configuração relativa de 
três estereocentros dessa molécula. Pode-se inferir que H-5 está em posição axial 
acoplando com H-6ax (12,0 Hz) e com H-6eq (2,4 Hz). Assim como, observa-se que 
tanto H-8 quanto H-9 estão em posição axial devido a constante de acoplamento de 







Tabela 14 - Dados de RMN de 1H, 13C e HMBC obtidos para a Substância 8 em CDCl3 




1 1,46a/1,99, 1H, ddd (13,2; 6,3; 3,3) 37,62 115,6 3, 5 e 20 
2 2,34, 1H, ddd (15,4; 5,4; 3,4)/2,61, 1H, 
ddd (15,4; 13,1; 6,4) 
34,50 126,2 3 e 4 
3  216,79 204,9  
4  47,70 44,5  
5 1,30, 1H, dd (12,0; 2,4) 54,63 51,7 7, 9, 18, 19 
e 20 
6 1,48a/1,61a 22,31 21,4  
7 1,52a/1,65a 29,64 29,9  
8 1,66a 35,64 36,1  
9 1,21, 1H, dt (11,9; 4,2) 48,85 44,7 1, 7, 12 e 
20 
10  36,51 38,9  
11 2,04, br t (13,0)/2,12, 1H, dd (13,1; 4,2) 29,91 29,5 8, 13 e 17 
12  146,22 145,5  
13 3,08, 1H, br s 55,31 55,1 8, 11, 16 e 
17 
14 3,67, 1H, br s 75,50 75,5 7, 9 e 12 
15 5,85, 1H, ddd (16,3; 10,4; 5,6) 136,94 136,8 12 e 14 
16 5,11, 1H, br d (17,6; 1,6)/5,14, 1H, br d 
(10,7; 1,6) 
116,58 116,8 13 
17 4,88, br s/4,96, br s 113,83 114,3 11 e 13 
18 1,07, 3H, s 25,94 22,0 3, 5 e 19 
19 1,05, 3H, s 21,99 27,1 3, 5 e 18 
20 1,02, 3H, s 13,66 15,7 1, 5 e 9 
aSinal sobreposto 
 
Favaretto e colaboradores (2019) isolaram um diterpeno muito semelhante 
das raízes de E. plana, sendo que a presença de uma insaturação em C-1 diferenciou 
a estrutura proposta por esses autores da estrutura apresentada nesse trabalho.  
O experimento a longa distância 1H-13C (HMBC) (APÊNDICE 57, pag. 135) 
mostra correlação de dois grupos metílicos (H-18 e H-19) com o carbono em 216,97 
ppm, sugerindo novamente a posição da carbonila em C-3, como na substância 7. 
Pode-se observar que o hidrogênio ligado ao carbono carbinólico correlaciona com um 
átomo de carbono sp2 (C-12), indicando que a hidroxila está próxima da ligação dupla 
exocíclica. Além disso, o mapa de correlação 1H-1H (COSY) (APÊNDICE 58, pag. 136) 
mostra que o hidrogênio metínico H-13 correlaciona com H-14 e H-15, sugerindo que a 
hidroxila está vicinal ao grupo vinila (Figura 40). 
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Figura 40 - Principais Correlações Observadas pelos Experimentos de HMBC (setas) e COSY 
(linhas grossas) para a Substância 8 
 
 
Baseado em considerações biossintéticas, considerou-se a configuração 
absoluta em C-5, C-8, C-9, C-10 e C-13 a mesma da substância 7, e o estereocentro 
em C-14, baseado na estrutura 9 descrita a seguir. Portanto a substância 8 está 
denominada como sendo, a (5R,8R,9S,10R,13R,14S)-14-hidroxineocassa-12(17),15-
dien-3-ona, inédita na literatura. 
Os sinais de RMN de 1H e 13C da substância 9 (Tabela 15), isolada com 
aparência oleosa, são muito semelhantes aos da substância 8. As pequenas 
diferenças observadas nos deslocamentos químicos se devem a ausência de uma 
carbonila em C-3.  
Para a substância 9 foi possível definir a configuração relativa em dois 
estereocentros da molécula. Embora o sinal de H-5 esteja sobreposto é possível 
definir que se trata de um duplo dupleto com uma constante maior que 10,0 Hz, 
sugerindo que H-5 está na posição axial acoplando com H-6ax e outra constante 
característica de acoplamento axial-equatorial com H-6eq (2,1 Hz). As constantes de 
acoplamento de H-11ax (δH 1,97; Jaa12,7 Hz) e H-11eq (δH 2,11; 13,1g e Jae4,2 Hz) 
























Tabela 15 - Dados de RMN de 1H, 13C e HMBC obtidos para a Substância 9 em CDCl3 
Posição δ 1H (J em Hz) δ 13C HMBC (1H-13C) 
1 0,93, 1H, dt (13,0; 3,1)/1,65a 39,08 3, 5 e 20 
2 1,44a/1,54a 18,81  
3 1,14a/1,38a  42,09 2 e 5 
4  33,19  
5 0,81a dd (<10; 2,1) sobreposto 54,62 1 e 20 
6 1,30 dt (12,8; 3,9)/1,61a 21,38 8 e 10 
7 1,49 br dt (11,2; 3,0)/1,59a 29,97  
8 1,63a 35,65  
9 1,12a 49,82  
10  36,87  
11 1,97, 1H, br t (12,7)/2,11, 1H, dd (13,1; 4,2) 29,67 8, 9, 12, 13, e 17 
12  147,06  
13 3,05 1H, br s 55,38 8, 11, 14, 16 e 17 
14 3,61, 1H, br s 75,90 7, 9, 12 e 15 
15 5,85, 1H, ddd (16,7; 10,7; 5,86) 137,22 12 e 14 
16 5,09, 1H, br dt (18,4; 1,6)/5,10, 1H, br dt (9,2; 1,6) 116,26 13 
17 4,84, 1H, br s/4,92, 1H, br t (2,0) 113,21 11 e 13 
18 0,84a s  33,55 19 
19 0,83, 3H, s 21,91 3, 5 e 18 
20 0,84a s 13,98 1, 5 e 9 
aSinal sobreposto 
 
Pelo experimento de NOE (APÊNDICE 67, pag. 140) foi possível definir a 
configuração relativa em alguns estereocentros da molécula, por exemplo, obsevou-se 
que H-13 e H-14 estão cis, pois foi possível verificar o efeito NOE entre esses átomos 
de hidrogênio. Quando se irradia H-9, observa-se ausência de efeito com hidrogênio 
em 1,63 ppm (H-8) o que nos leva a inferir que a junção do anel em C-8 e C-9 é trans. 
(Figura 41).  
O experimento a longa distância 1H-13C (HMBC) (APÊNDICE 64, pag. 139) 
mostra que o hidrogênio ligado ao carbono carbinólico (H-14) se correlaciona com dois 
átomos de carbono sp2 (147,06 e 137,22), indicando que a hidroxila está a três 
ligações tanto do grupo vinila (C-15) como da ligação dupla exocíclica (C-12). O mapa 
de correlação 1H-1H (COSY) (APÊNDICE 66, pag. 140) confirma a posição da hidroxila 




Figura 41 - Principais Correlações Observadas pelos Experimentos de HMBC (setas), COSY 
(linhas grossas) (esquerda) e NOE (direita) para a Substância 9 
 
 
Baseado em considerações biossintéticas, considerou-se a configuração 
absoluta em C-5, C-8, C-9, C-10 e C-13 a mesma da substância 7. A configuração 
absoluta do C-14 foi proposta de forma indireta, considerando que H-14 está cis ao H-
13 pelo experimento NOE, e a configuração do C-13 foi definida pela técnica VCD na 
substância 7. Portanto a substância 9 está denominada como sendo, a 
(5S,8R,9S,10R,13R,14S)-14-hidroxineocassa-12(17),15-dieno, inédita na literatura. 
A substância 10 foi isolada como um sólido branco e apresenta sinais de 
RMN de 1H e 13C muito semelhantes aos da substância 7, sendo que, as diferenças 
observadas nos deslocamentos químicos se devem a presença de um grupo hidroxila 
ao invés da carbonila na posição C-3.  
Para a substância 10 foi possível definir a configuração relativa de três 
estereocentros por meio das constantes de acoplamento de H-3 e H-9. Para H-3 as 
constantes indicam que este átomo de hidrogênio está em posição axial acoplando 
axial-axial (11,6 Hz) com H-2ax e axial-equatorial (4,5 Hz) com H-2eq. Para H-9 as 
constantes de 11,4 e 12,4 Hz sugerem acoplamento axial-axial com H-8 e H-11ax e a 
constante de 3,9 Hz corresponde a acoplamento axial-equatorial com H-11eq, 
indicando que tanto H-9 quanto H-8 estão em posição axial, ou seja, a junção de anel 







Tabela 16 - Dados de RMN de 1H, 13C e HMBC obtidos para a Substância 10 em CDCl3 
 δ 1H (J em Hz) δ 13C HMBC 
1 1,07, 1H, dd (13,2; 4,1)/1,72a 36,98 3 e 9 
2 1,56a/1,64a 27,47  
3 3,21, 1H, dd (11,6; 4,5) 79,08 1, 18 e 19 
4  38,90  
5 0,82a 54,35  
6 1,36 dt (12,9; 3,7)/1,59a 21,29  
7 0,90a/1,72a 35,13  
8 1,52a 30,84  
9 0,73, 1H, ddd (12,4; 11,4; 3,9) 57,17 5, 7 e 20 
10  36,79  
11 1,92, br t (12,7)/2,07 dd (12,9; 3,9) 30,15 8, 13 e 17 
12  151,01  
13 3,01 br s 46,63 8, 16 e 17 
14 1,23a/1,75a 40,73 7, 9 e 15 
15 5,90 ddd (16,5; 11,3; 5,4) 141,39 12 e 14 
16 5,01a, 1H, dd (17,3; 1,8)/5,02a, 1H, dd (10,2; 1,8) 114,36 13 
17 4,68, 1H, br s/4,69, 1H, br s 108,71 11 e 13 
18 0,96, 3H, s  28,25 3, 5 e 19 
19 0,80, 3H, s 15,61 3, 5 e 18 
20 0,83, 3H, s 14,11 1, 5 e 9 
 
O experimento de NOE (APÊNDICE 76 E 77, pag. 144 e 145) também 
colaborou para definir a configuração relativa, pois quando se irradia H-3 ocorre 
aumento da intensidade do sinal de H-5, e pela constante de acoplamento definiu-se 
que H-3 está na posição axial, dessa forma, pode-se inferir que H-5 também está na 
posição axial. Da mesma forma, quando se irradia H-11ax (δH 1,92) observa-se 
aumento da intensidade do sinal de H-20, sendo assim, como H-9 e H-11ax estão 
trans um em relação ao outro, podendo-se inferir que H-9 está trans em relação a H-
20 (Figura 42). 
O experimento a longa distância 1H-13C (HMBC) (APÊNDICE 74, pag. 143) 
mostra que dois grupos metílicos (H-18 e H-19) e H-1 se relacionam com o carbono 
em 79,08 ppm, sugerindo a posição da hidroxila em C-3, isso é confirmado pelo mapa 
de correlação 1H-1H (COSY) (APÊNDICE 75, pag. 144), no qual o hidrogênio (H-3, δH 
3,21) ligado ao carbono carbinólico, assim como H-1 se correlacionam com H-2 
(Figura 42). 
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Figura 42 - Principais Correlações Observadas pelos Experimentos de HMBC (setas), COSY 
(linhas grossas) (esquerda) e NOE (direita) para a Substância 10 
 
 
Baseado em considerações biossintéticas, considerou-se a configuração 
absoluta em C-5, C-8, C-9, C-10 e C-13 a mesma da substância 7. A configuração 
absoluta do C-3 foi proposta de forma indireta, considerando que H-3 está cis ao H-5 
pelo experimento NOE, e a configuração de C-5 foi definida pela técnica VCD na 
substância 7. Portanto a substância 10 está denominada como sendo, a 
(3S,5R,8S,9S,10R,13R)-3-hidroxineocassa-12(17),15-dieno, inédita na literatura. 
Roengsumran e colaboradores (2009) isolaram um diterpeno com os 
deslocamentos químicos dos átomos de carbono muito semelhantes aos deste 
trabalho, contudo, trata-se de outra classe de diterpenos, os cleistantanos (Figura 43).  
 
Figura 43 – Estrutura e Deslocamentos Químicos de 13C de Diterpeno Cleistantano Isolado do 
Caule de Croton oblongifolius 
 
 
Outras classes de diterpenos também foram isoladas do gênero Eragrostis, 

























extratos das partes aéreas de E. viscosa. Nishiya et al, (1991), isolaram diterpenos do 
tipo pimarano e cassano, obtidos da fração hexânica das raízes de E. ferruginea. 
A presença de diterpenos nos extratos de E. plana pode estar associada a 
atividade alelopática observada nesses extratos. Algumas pesquisas sugerem que 
fatores bióticos e abióticos podem aumentar a produção de diterpenos em algumas 
espécies e com isso influenciar nos mecanismos de defesa da planta (KATO-
NOGUCHI; KOBAYASHI, 2009; MAFU et al, 2018). No arroz, por exemplo, a radiação 
UV pode aumentar a produção de momilactona, um diterpeno com potencial ação 
alelopática (KATO-NOGUCHI; KUJIME; INO, 2007; KATO-NOGUCHI; PETERS, 
2013). 
Segundo WEI et al. (2019), os diterpenos fitotóxicos desempenham um papel 
importante nas interações planta-planta e planta-microrganismo, o que pode inibir ou 
promover a germinação de sementes e o crescimento de plântulas ou causar sintomas 
de doença no organismo da planta alvo. 
 
4.5 TESTES ALELOPÁTICOS COM AS SUBSTÂNCIAS PURAS 
 
As variáveis dependentes testadas nos bioensaios foram: comprimento da 
radícula (CR), comprimento da parte aérea (CPA), porcentagem de germinação (PG), 
índice de velocidade de germinação (IVG) e tempo médio de germinação (TMG). Os 
fatores considerados nestes experimentos foram: Substância, Espécie Receptora e 
Concentração. O conjunto de dados no delineamento experimental foi analisado por 
modelos lineares generalizados (MLG). Os dados das variáveis CPA, CR e PG foram 
ajustados à distribuição gama com função de ligação log e as variáveis TMG e IVG, 
foram ajustadas à distribuição normal. Nesta discussão estão sendo analisados 
somente os fatores principais e as interações que apresentaram diferenças estatísticas 







Tabela 17 - Fatores que Resultaram em Diferenças Estatísticas Significativas para as Variáveis 
Dependentes de Crescimento (CR e CPA) e de Germinação (IVG) 







Substância 1325,016 3 0,000 
Concentração 193,698 3 0,000 
Substância*Espécie Receptora 28,725 3 0,000 
Substância*Concentração 472,161 9 0,000 
CPA 
Substância 280,005 3 0,000 
Concentração 63,806 3 0,000 
Substância*Espécie Receptora 60,786 3 0,000 
Substância*Concentração 113,202 9 0,000 
IVG 
Substância 7,885 3 0,040 
CR = Comprimento da Radícula; CPA = Comprimento da Parte Aérea; IVG = Índice de 
Velocidade de Germinação. 
 
O modelo linear generalizado para o CPA (Equação 6) e CR (Equação 7) 







Foi avaliado o potencial fitotóxico de três substâncias isoladas das raízes de E. 
plana e do herbicida glifosato (Figura 44) frente a duas espécies daninhas, I. 
grandifolia e E. heterophylla.  
 
84 




Para a variável CPA, a análise de interação Substância vs. Espécie Receptora 
mostrou que na E. heterophylla, a substância 10 provocou redução nos valores de 
CPA, sendo estatisticamente diferente dos valores obtidos com a substância 2, 
enquanto para a I. grandifolia as três substâncias resultaram em valores de CPA 
estatisticamente iguais. Já o glifosato resultou nos menores valores de CPA para 
ambas as espécies receptoras (Figura 45).  
 
Figura 45 - Interação Substância vs. Espécie Receptora para a Variável Comprimento da Parte 
Aérea (CPA) 

























Foi possível observar que a substância 10 afetou negativamente o CPA de E. 
heterophylla, a figura 46 mostra uma plântula de E. heterophylla retirada da placa do 
controle (B) e uma plântula da mesma espécie retirada da placa com a substância 10 
(A). Sugere-se que após a perturbação inicial causada pela substância alelopática, a 
planta receptora tem que realocar recursos para se defender, em vez de investir no 
crescimento, com isso, a taxa de crescimento geral é prejudicada (GHATAK et al., 
2018; SCOGNAMIGLIO; SCHNEIDER, 2020) 
 




Notou-se diferenças nos valores de CPA quando comparadas as duas 
espécies receptoras. Segundo a equação do modelo (Equação 6), as substâncias 9, 
10 e o glifosato apresentam 9%, 14% e 52% menos chances de apresentaram 
maiores valores de CPA quando aplicados na E. heterophylla, se comparados com a I. 
grandifolia, respectivamente.  
Resultado semelhante pode ser observado no trabalho de Ferreira et al. (2017) 
onde a atividade fitotóxica de alguns diterpenos, isolados de Vellozia gigantea, foi 
maior ou menor dependendo da espécie alvo e da concentração testada. 
A análise da interação Substância vs. Concentração mostrou que, a substância 
10, nas concentrações de 333,3 μmol L-1 e 666,6 μmol L-1, resultou em valores de CPA 
menores que o controle. Para as substâncias 2 e 9 os valores dessa variável não se 
alteraram em função da concentração testada e foram estatisticamente iguais ao 
controle. Já o glifosato apresentou valores de CPA estatisticamente menores que o 
controle, em todas as concentrações testadas (Figura 47). 
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A equação do modelo (Equação 6) mostrou que para a substância 10, as 
concentrações de 166,6 μmol L-1, 333,3 μmol L-1 e 666,6 μmol L-1 apresentaram 8%, 
22% e 27% menos chances de resultarem em valores de CPA maiores que o controle, 
respectivamente. Para o glifosato as concentrações de 166,6 μmol L-1, 333,3 μmol L-1 
e 666,6 μmol L-1 apresentaram 59%, 66% e 70% menos chances de resultarem em 
valores de CPA maiores que o controle, respectivamente.  
Considerando o CR, a análise da interação Substância vs. Espécie Receptora 
mostrou que, os valores de CR de I. grandifolia obtidos com a aplicação da substância 
10, foram estatisticamente menores que os valores obtidos com as substâncias 2 e 9. 
Enquanto para a E. heterophylla não se observaram diferenças estatísticas nos 
valores de CR obtidos com as substâncias 2, 9 e 10. O glifosato resultou nos menores 
valores de CR para ambas as espécies receptoras (Figura 48). 






















 166,6 mol L -1
 333,3 mol L -1
 666,6 mol L -1
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Foi possível observar que a substância 10 afetou negativamente o CR de I. 
grandifolia, a figura abaixo mostra plântulas de I. grandifolia da placa do controle (B) e 
plântulas da mesma espécie retiradas da placa com a substância 10 (A) (Figura 49). 
Nota-se que além de reduzir o tamanho da radícula, essa substância causou necrose 
e deformidades na radícula. 
 
Figura 49 - Plântulas de I. grandifolia Retiradas da Placa com a Substância 10 e Ampliação de 
Radículas com Necrose e Deformidades (A) e Plântulas da placa Controle (B)  
 
As setas indicam pontos de necrose e deformidades 
 
A equação do modelo (Equação 7) mostrou que, a substância 10 aplicada na 
E. heterophylla, possui 37% mais chances de resultar em valores de CR maiores, do 
que quando aplicada na I. grandifolia.  




























A análise da interação Substância vs. Concentração mostrou que a substância 
10, nas concentrações de 333,3 μmol L-1 e 666,6 μmol L-1, resultou em valores de CR 
estatisticamente menores que o controle. Notou-se também, que os valores de CR 
obtidos com o glifosato, em todas as concentrações testadas, são estatisticamente 
menores que o controle (Figura 50).  
 




A equação do modelo (Equação 7) nos mostrou que a substância 10, nas 
concentrações de 166,6 μmol L-1, 333,3 μmol L-1 e 666,6 μmol L-1, apresentou 15%, 
28% e 25% menos chances de resultar em valores de CR maiores que o controle, 
respectivamente. Por outro lado, a substância 9 estimulou o CR, observou-se que nas 
concentrações de 166,6 μmol L-1, 333,3 μmol L-1 e 666,6 μmol L-1, ela apresentou 4%, 
32% e 47% mais chances de resultar em CR maiores que o controle, respectivamente. 
Já o glifosato, nas mesmas concentrações, possui aproximadamente 92% menos 
chances de resultar em valores de CR maiores que o controle. 
O herbicida glifosato resultou nos menores valores das variáveis de 
crescimento (CR e CPA) para ambas as espécies receptoras. Esse herbicida possui 
amplo espectro de ação e alto grau de fitotoxicidade em espécies daninhas, sendo 
considerado o herbicida com maior impacto na agricultura neste século (DUKE e 
POLWES, 2008). As plantas de E. heterophylla e I. grandifolia são consideradas 
tolerantes ao glifosato (VARGAS et al., 2013; PAZUCH et al., 2017) quando ele é 
aplicado em estágios mais avançados de desenvolvimento, no entanto, no estágio de 





















 166,6 mol L -1
 333,3 mol L -1
 666,6 mol L -1
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plântulas, como ocorreu no presente ensaio, há menos barreiras até o herbicida atingir 
o local de ação (enzima EPSPs) e, portanto, sua eficiência é maior. 
Com relação ao IVG, pode-se observar que a substância 2 afetou 
negativamente essa variável, resultando em valores estatisticamente menores que os 
obtidos com a substância 9. Nota-se que os valores de IVG obtidos com a substância 
2, embora não sejam estatisticamente diferentes, foram menores que os valores 
obtidos com o herbicida glifosato (Figura 51). 
 
Figura 51 – Índice de Velocidade de Germinação em função da Substância testada 
 
 
A substância 9, nas concentrações de 166,6 μmol L-1, 333,3 μmol L-1 e 666,6 
μmol L-1, não afetou negativamente as espécies testadas, mas poderia ser ativa em 
outras concentrações ou com outras espécies receptoras. Neste trabalho, a 
porcentagem de germinação e o tempo médio de germinação, das sementes tratadas 
com as substâncias 2, 9, 10 e o herbicida glifosato, foram semelhantes ao controle. 
Em outro estudo, o glifosato afetou negativamente e positivamente a porcentagem de 
germinação, dependendo da espécie testada, confirmando que as diferenças nas 
etapas de germinação, a quantidade de reservas de energia para o desenvolvimento 
de plântulas e os requisitos de nutrientes são específicos para cada espécie 
(HELANDER et al., 2019). 
As substâncias testadas estão dentro da faixa de valores encontrados para os 
herbicidas comerciais (0,003 μmol L-1 a 407 μmol L-1) (MICHEL et al., 2004). Os 
herbicidas causam respostas diferentes devido a diferenças nas propriedades físico-
químicas, absorção, degradação metabólica e locais alvos moleculares (MICHEL et 
al., 2004).  












Em outro estudo com raízes de E. plana, os autores isolaram e testaram a 
atividade alelopática de diterpenos, cujo esqueleto químico é semelhante ao das 
substâncias 2, 9 e 10. Eles observaram inibição de 50% no crescimento de Lemna 
paucicostata (L.) Hegelm, nas concentrações de 59 μmol L-1, 109 μmol L-1 e 200 μmol 
L-1 dependendo da substância analisada (FAVARETTO et al., 2019).  
Diterpenos de outras classes, como clerodanos e labdanos, por exemplo, 
isolados de Blakiella bartsiifolia, foram reportados como responsáveis por inibir o 
crescimento radicular e afetar a germinação de sementes de Allium cepa 
(RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al., 2014; RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al., 2017).  
Momilactonas exudadas das raízes de arroz, também são conhecidas por apresentar 
atividade alelopática (KATO-NOGUCHI e PETERS, 2013; WEI et al., 2019). 
Sendo assim, os resultados observados nesse bioensaio, principalmente para 





Os resultados dos testes alelopáticos com os extratos brutos de E. plana, 
tanto na análise por MLG quanto na análise por PCA, mostraram que os extratos de 
raízes coletadas no verão e no inverno apresentaram maior potencial alelopático, pois 
foram capazes de aumentar o TMG e diminuir a PG, o IVG, o CR e o CPA da espécie 
receptora (I. grandifolia), podendo indicar que fatores ambientais abióticos são 
capazes de induzir mudanças na produção de diferentes classes de metabólitos 
especializados. 
Observou-se também que a influência do solvente utilizado na extração 
mostrou relação direta com a estação do ano em que as raízes de E. plana foram 
coletadas, contudo, de maneira geral os extratos obtidos em éter de petróleo 
apresentaram maior atividade alelopática.  
Pode-se inferir que os resultados observados nos testes alelopáticos têm 
relação com a diferença no perfil químico dos extratos brutos analisados por CLAE, 
uma vez que, os extratos em éter de petróleo (que apresentaram melhor atividade 
alelopática) produziram cromatogramas diferentes dos obtidos para os extratos em 
acetato de etila e metanol.  
Para as análises antimicrobianas pode-se observar que S. aureus foi o 
microrganismo mais sensível frente a todos os extratos testados, podendo-se destacar 
o extrato bruto em acetato de etila, verão, como o que apresentou maior poder de 
inibição dessa bactéria.  
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O fracionamento dos extratos brutos das raízes de E. plana resultou no 
isolamento e determinação estrutural de diterpenos, inéditos na literatura, com 
esqueleto neocassano. As estruturas químicas das substâncias isoladas são 
caracterizadas principalmente pela presença de quatro grupos metílicos e uma ligação 
dupla terminal ou três grupos metílicos e duas ligações duplas terminais, sendo uma 
exocíclica. Além dessas diferenças no esqueleto químico, foi observado a presença de 
hidroxila e/ou carbonila variando nas posições C-2, C-3 e C-14.  
Em se tratando dos testes fitotóxicos das substâncias puras, é importante 
ressaltar a grande dificuldade em realizá-los, em função da quantidade reduzida obtida 
de cada substância a ser testada, além da necessidade de solubilizá-las em água, a 
fim de seguir o protocolo dos testes. 
A substância 3-hidroxineocassa-12(17),15-dieno (10) provocou redução no 
comprimento da parte aérea e no comprimento da radícula de E. heterophylla e I. 
grandifolia, respectivamente. Enquanto a neocassa-12(13),15-dieno-3,14-diona (2) 
reduziu o índice de velocidade de germinação das espécies receptoras, resultando no 
menor valor dessa variável quando comparado com o herbicida glifosato.  
Esses resultados promissores encorajam a continuação dessa pesquisa, por 
meio de estudos mais detalhados da atividade alelopática dos diterpenos isolados, 
inclusive na verificação dos mecanismos de ação dessas substâncias, promovendo o 
desenvolvimento de modelos de novos herbicidas de origem natural – bio-herbicidas, 
ou ainda, podendo indicar um caminho para novos herbicidas. 
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ni: número de 
sementes germinadas 
no tempo i; ti: tempo 
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sementes germinadas 
(contagem do último 










G1, G2,..., Gn: 
número de sementes 
germinadas nas 
observações diárias; 
N1, N2,..., Nn: 






APÊNDICE 2 - Dados Cristalográficos das substâncias 1 e 2 
Dados do cristal 1 2 
Fórmula Molecular C20H30O C20H28O2 
Massa Molar / g mol-1 286.44 300.42 
Temperatura / K 299(2) 288(2) 
Tipo de Radiação Mo Kα Mo Kα 
Sistema do Cristal, grupo 
espacial 
Monoclinico, P21 Ortorombico, P212121 
a / Å 6.2593(14) 6.4025(4) 
b / Å 11.449(3) 11.0913(7) 
c / Å 12.078(3) 23.6652(14) 
α / ° 90 90 
β / ° 98.210(5) 90 
γ / ° 90 90 
Volume / Å3 856.6(3) 1680.51(18) 
Z 2 4 
Densitade / Mg m-3 1.110 0.074 
F(000) 316 656 
Coeficiente de Absorção / mm-1 0.066 0.074 
Tamanho do Cristal / mm 0.452 x 0.415 x 0.070 0.314 x 0.228 x 0.116 
θ range / ° 3.3 a 24.5 3.2 a 26.0 
Completude / % 99.7 99.7 
Correção de absorção Semi-empírico de equivalentes Semi-empírico de equivalentes 
Tmax, Tmin 0.7455, 0.6747 0.7455, 0.7057 
Reflexão coletada 17626 74131 
Dados únicos 2850 [Rint = 0.048] 3276 [Rint = 0.071] 
Dados observados [I > 2σ(I)] 2309 2731 
Número de parâmetros / 
restrições 
195 / 1 311 / 6 
Qualidade de ajuste em F2 1.189 1.062 
R [I > 2σ(I)], Rw R= 0.084, Rw = 0.278 R= 0.041 Rw = 0.094 
R, Rw (todos os dados) R= 0.099, Rw = 0.290 R= 0.055, Rw = 0.100 
Maior diferença pico e burraco/ 
e Å-3 
0.32 e -0.19 0.19 e -0.15 
w=[σ2(Fo2)+(0.1920*P)2+0.1695*P]-1 quando P=(Fo2+2Fc2)/3 para 1. 
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APÊNDICE 80 - Dados de RMN de 13C obtidos para as Substância 1-10 em CDCl3 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
1 38,78 37,21 53,54 44,79 36,83 50,93 37,52 37,62 39,08 36,98 
2 18,75 34,35 210,73 67,74 27,32 210,19 34,49 34,50 18,81 27,47 
3 41,97 216,24 56,34 46,97 78,85 82,69 217,08 216,79 42,09 79,08 
4 33,14 47,66 39,24 32,61 38,83 45,52 47,70 47,70 33,19 38,90 
5 54,30 54,33 53,79 52,90 53,56 52,84 55,08 54,63 54,62 54,35 
6 20,93 21,76 21,22 20,94 20,64 20,74 22,47 22,31 21,38 21,29 
7 27,44 27,12 27,15 27,31 27,44 27,11 34,69 29,64 29,97 35,13 
8 44,98 44,78 44,83 44,73 44,75 44,72 30,99 35,64 35,65 30,84 
9 50,87 49,96 50,57 51,53 50,71 50,73 56,37 48,85 49,82 57,17 
10 36,78 36,38 42,4 36,37 36,00 43,12 36,60 36,51 36,87 36,79 
11 32,56 32,61 32,34 32,71 32,52 32,31 30,37 29,91 29,67 30,15 
12 155,4 154,9 154,8 155,4 155,26 154,43 150,33 146,22 147,06 151,01 
13 132,12 132,3 132,3 132,1 132,30 132,47 46,45 55,31 55,38 46,63 
14 200,8 199,8 199,6 200,7 200,60 199,28 40,43 75,50 75,90 40,73 
15 130,4 130,1 130,0 130,3 130,30 130,02 141,20 136,94 137,22 141,39 
16 119,5 119,9 120,0 119,6 119,74 120,12 114,56 116,58 116,26 114,36 
17 22,30 22,30 23,26 22,32 22,32 22,33 109,13 113,83 113,21 108,71 
18 33,53 25,90 33,35 33,74 28,24 29,17 25,93 25,94 33,55 28,25 
19 21,93 21,99 22,34 24,41 15,67 16,60 21,90 21,99 21,91 15,61 
20 14,38 13,99 14,91 16,73 14,38 14,85 13,75 13,66 13,98 14,11 
 
 
